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6. Literatur
1. Zusammenfassung
Inhaltsverzeichnis
Das Sojabohnenpathogen Pseudomonas syringae pv. glycinea PG4180 produziert das Phytotoxin
C o r o n a t i n  ( C O R ) .  D i e  B i o s y n t h e s e  v o n  C O R  w i r d  d u r c h  e i n  m o d i f i z i e r t e s
Zwei−Komponenten−Regulationssystem in Abhängigkeit der Temperatur kontrolliert.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluß der Temperatur auf die Expression der
COR−Biosynthesegene sowie die Produktion von COR untersucht. Hierzu wurden die Promotoraktivität
und die Menge an gebildetem Transkript für das cmaABT−Operon, das an der Biosynthese von COR
beteiligt ist, sowie die COR−Syntheserate analysiert. Sowohl die Synthese von COR als auch die
cmaABT−Promotoraktivität waren bei einer Temperatur von 18 °C maximal, während bei Temperaturen
von 14, 16 und 28 °C nur eine basale Promotoraktivität und keine COR−Produktion nachweisbar waren.
Entsprechende Untersuchungen während verschiedener bakterieller Wachstumsphasen zeigten, daß
die Aktivität des cmaABT−Promotors sowie die spezifische cmaABT−Transkriptakkumulation bei 18 °C
während der exponentiellen Wachstumsphase am höchsten waren. Weiterhin konnte gezeigt werden,
daß auch die Stabilität des cmaABT−Transkripts von der Temperatur abhängig ist.
In weiteren Untersuchungen wurden die temperaturabhängigen Wechselwirkungen von P. syringae
PG4180 mit Wirts− und Nichtwirtspflanzen analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, daß die Bakterien
nach Sprühinokulation von Sojapflanzen (Wirt) nur dann typische Krankheitssymptome hervorriefen,
wenn die Bakterienkulturen vor der Inokulation bei 18 °C inkubiert wurden. Bei Verwendung einer
COR−defekten Mutante des Wildtypstamms konnte kein Einfluß der Temperatur auf die Ausbildung der
Krankheitssymptome beobachtet werden, jedoch war die Virulenz gegenüber der des Wildtyps deutlich
herabgesetzt. Die numerische Ermittlung des bakteriellen Wachstums in planta zeigte, daß die
Wachstumsrate der Bakterien direkt mit der Ausprägung der Krankheitssymptome korrelierte. Durch
Verwendung weiterer Mutanten von P. syringae PG4180 und unterschiedlicher Wachstumsbedingungen
wurde gezeigt, daß die Präinkubationstemperatur der Bakterien und die Phytotoxinbildung eine
entscheidende Rolle während des Infektionsprozesses bei der kompatiblen Interaktion spielen. Im
Gegensatz hierzu erwies sich die Ausprägung der Krankheitssymptome als temperaturunabhängig,
wenn die Bakterien in Sojapflanzen infiltriert wurden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß die
Synthese des Phytotoxins COR besonders während früher Phasen des Infektionsprozesses eine
wichtige Rolle spielt.
Bei der inkompatiblen Interaktion von P. syringae PG4180 mit der Nichtwirtspflanze Tabak konnte keine
Temperaturabhängigkeit der pflanzlichen Abwehrreaktion, der sogenannten hypersensitiven Reaktion
(HR), beobachtet werden. Allerdings führte die erhöhte Syntheserate von Coronafacienssäure (CFA),
einer Vorstufe von COR, in der Mutante PG4180.N9 zu einer deutlichen Inhibition der HR. Anhand von
Fütterungsexperimenten, der Verwendung verschiedener Wachstumsbedingungen und weiterer
Mutanten sowie anhand der durch genetische Manipulation induzierten CFA−Synthese bei 28 °C
konnte nachgewiesen werden, daß die Unterdrückung der HR auf die Bildung von CFA zurückgeführt
werden kann. CFA besitzt strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten zu dem pflanzlichen Regulations−
und Signalmolekül Jasmonsäure (JA). Die hier vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, daß CFA
möglicherweise als kompetitiver Inhibitor mit den Rezeptoren von JA im pflanzlichen Gewebe interagiert
und somit die Funktion von Signalkaskaden beeinflußt, die normalerweise zu einer erfolgreichen
pflanzlichen Abwehrreaktion führen.
Inhaltsverzeichnis
2. Einleitung
weiter  Inhaltsverzeichnis
Pflanzen spielen für das Leben auf der Erde eine zentrale Rolle. Direkt oder indirekt werden aus ihnen
Nährstoffe gewonnen, die Menschen und Tiere für ihre Existenz benötigen. Ebenso wie alle anderen
Lebewesen können Pflanzen von Krankheiten befallen werden. Neben biotischen Faktoren, wie
Parasiten oder pathogenen Erregern (Bakterien, Viren, Pilzen, Nematoden), können auch abiotische
Faktoren, wie ungünstige Temperatur, Trockenheit, UV−Strahlung, hohe Salzkonzentrationen oder
chemische Gifte in Boden und Luft, Streßsituationen für die Pflanzen darstellen und dazu führen, daß
die Pflanzen von Krankheiten befallen werden.
Die Sicherung hoher Erträge gerade von Kulturpflanzen ist nicht nur aus rein ökonomischen
Gesichtspunkten von Interesse, sondern stellt auch einen Beitrag zur Lösung des globalen
Ernährungsproblems angesichts des starken Wachstums der Weltbevölkerung dar. Bakteriosen an
Nutzpflanzen haben in den letzten Jahrzehnten besonders auf Grund des Ausmaßes der erzeugten
Schäden und wegen ihrer weltweiten Verbreitung an Bedeutung gewonnen (Kennedy und Alcorn, 1980).
Durch die Zunahme von maschinell bewirtschafteten Monokulturen, der weltweiten Verkehrsströme und
dem globalen Handel mit Früchten, Pflanzen und Saatgut wird die Ausbreitung von Krankheiten immer
mehr begünstigt.
Die moderne Phytopathologie beschäftigt sich mit pathogenen Mikroorganismen und Umweltfaktoren,
die Krankheiten in Pflanzen hervorrufen können. Die Hauptaufgabe der Phytopathologen besteht darin,
Methoden zu entwickeln, um die Krankheiten zu vermeiden oder zumindest kontrollieren zu können. In
den letzten 100 Jahren stieg der Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln drastisch an. Durch den
Einsatz dieser Verbindungen konnten zwar das Auftreten und Ausmaß von Pflanzenkrankheiten
reduziert werden, jedoch ist bis heute nicht vollständig auszuschließen, daß die eingesetzten Stoffe
nicht ungefährlich für Menschen und Tiere sind. Die Phytopathologie beschäftigt sich neben der
klassischen Resistenzzüchtung zunehmend mit molekularbiologischen Methoden. Diese Methoden
können künftig dazu beitragen, die Anwendung chemischer Pflanzenschutzmittel auf das notwendige
M a ß  z u  b e s c h r ä n k e n .  D i e  A u f k l ä r u n g  d e r  m o l e k u l a r e n  G r u n d l a g e n  v o n
Wirt−Pathogen−Wechselwirkungen sowie die Aufklärung der Virulenzprinzipien sind dabei
Voraussetzungen für die Erzeugung gesunder Kulturpflanzen.
weiter  Inhaltsverzeichnis
2.1. Pflanze/Pathogen−Interaktion
weiter  zurück  Inhaltsverzeichnis
2 . 1 . 1  W i r t s s p e z i f i t ä t  u n d  E r k e n n u n g  b e i
Pflanzen/Pathogen−Interaktionen
Kulturpflanzen können von über 100 Krankheiten betroffen sein. Pflanzenkrankheiten werden
entsprechend der sichtbaren Symptome (Wurzelfäule, Welke, Blattflecken, Braunfäule, Rostfäule usw.),
den Organen, die von der Krankheit betroffen sind (Wurzel, Stengel, Blätter usw.), der Art der Pflanze
(Getreide, Gräser, Gemüse usw.) oder dem Pathogen, welches die Krankheit ausgelöst hat, in Gruppen
eingeteilt. Bevor es zum Ausbruch einer Krankheit kommen kann, muß das Pathogen mit einer Pflanze
in engen Kontakt treten, in sie eindringen und sich in ihr vermehren. Mikrobielle Pathogene besitzen auf
ihrer Zelloberfläche vielfältige Strukturen, wie Polysaccharid−Kapseln, Glykoproteine oder Fibrillen, die
dem Pathogen helfen, sich an die Oberfläche der Pflanze zu heften. Die Frage, wie ein Pathogen seinen
Wirt erkennt, konnte trotz intensiver Forschungen bis heute nicht vollständig geklärt werden. Es wird
angenommen, daß es, wenn Wirt und Pathogen in Kontakt getreten sind, zu einer sehr schnellen
Signalauslösung in beiden Organismen kommt, welche dann den weiteren Fortlauf der Krankheit
beeinflußt (Baker et al., 1997).
Trotz der relativ großen Anzahl von Pflanzenkrankheiten darf man nicht vergessen, daß alle Pflanzen
dank ihres natürlichen Abwehrsystems gegenüber den meisten Krankheitserregern resistent sind (sog.
Arten− oder Grundgesetz). Die Suszeptibilität einer Pflanze bzw. die Virulenz eines Pathogens stellen
eher die Ausnahme als die Regel dar. Nur wenige Krankheitserreger besitzen Mechanismen, die zu
einer kompatiblen Interaktion mit bestimmten Pflanzen, d.h. zur Entstehung der Krankheit, führen. Die
genetischen Grundlagen der kompatiblen bzw. inkompatiblen Wirt/Pathogen−Interaktion wurden durch
die Gen−für−Gen−Hypothese beschrieben (Flor, 1946). Untersuchungen haben gezeigt, daß der
Ausgang einer Wirt/Pathogen−Interaktion durch ein Paar komplementärer Genprodukte bestimmt wird:
einem Resistenzgen im Wirt (R−Gen) und einem Avirulenzgen (avr−Gen) im Pathogen. Eine
Wirtspflanze ist nur dann resistent, wenn sie von einem Pathogen infiziert wird, das das komplementäre
Avirulenzgen trägt (inkompatible Interaktion). Besitzt der Krankheitserreger dagegen nicht das
komplementäre Avirulenzgen, kommt es zum Ausbruch der Krankheit (kompatible Interaktion). Eines
der ersten Avirulenzgenprodukte, welches isoliert und charakterisiert wurde, war der Avirulenzfaktor A
(AvrA) aus Pseudomonas syringae pv. glycinea (Staskawicz et al., 1984). Es konnte gezeigt werden,
daß AvrA die Fähigkeit besitzt, in Sojabohnen, die das komplementäre R− Gen besitzen, eine
hypersensitive Reaktion (HR; vgl. 2.1.2.1) zu induzieren. In den vergangenen Jahren wurden noch
etliche solcher Wirt/Pathogen−Interaktionen aufgeklärt. So vermittelt z.B. das Cf−9−Gen in Tomate die
Resistenz gegenüber dem Pilz Cladosporium fulvum, wenn dieser das Avirulenzgen avr9 trägt (Jones et
al., 1994; Ashfield et al., 1994). Intensiv untersucht wurde in diesem Zusammenhang auch die
Wirt/Pathogen−Interaktion an dem Pathosystem Arabidopsis thaliana/P. syringae (Kiedrowski et al.,
1992; Bisgrove et al., 1994).
2.1.2 Pflanzliche Abwehrmechanismen
Betrachtet man pflanzliche Abwehrmechanismen gegenüber Phytopathogenen, kann man zwischen
passiver und aktiver Abwehr unterscheiden. So wird das Eindringen eines Krankheitserregers in das
Pflanzengewebe oft durch präformierte, passive Schutzmechanismen wie z.B. die Zellwand selbst oder
die Kutikula verhindert. Kutikula und Epidermis werden durch Biopolymere wie Kutin, Suberin und Lignin
verstärkt. Zusätzlich scheiden Drüsenhaare Oberflächenharze aus (Marner, 1993), die der erfolgreichen
Penetration eines Krankheitserregers entgegenwirken. Neben diesen morphologisch−anatomischen
Barrieren konnten chemische Abwehrstoffe mit toxischer oder abschreckender Wirkung gefunden
werden (Williams et al., 1980; Gibson und Pickett, 1983). Die Penetration eines Krankheitserregers wird
zusätzl ich mit aktiver Abwehr beantwortet. Die pflanzl ichen Abwehrreaktionen, die nach
Pathogenkontakt beobachtet werden, lassen sich in verschiedene Vorgänge unterteilen. Zu diesen
gehören die lokale hypersensitive Reaktion (HR) als sehr schnelle Reaktion, die Synthese von
Phytoalexinen als schnelle Reaktion und die systemische Resistenz als relativ langsame Reaktion.
2.1.2.1 Die hypersensitive Reaktion
Die Aufgabe dieses frühen, lokalen Abwehrmechanismus von Pflanzen besteht darin, das Eindringen
des Pathogens in die Pflanze zu unterbinden und seine Ausbreitung auf einen möglichst kleinen
Gewebebereich zu beschränken. Im Rahmen der hypersensitiven Reaktion (HR) entstehen lokale
Nekrosen (Abb.  1 ) ,  d ie  vermut l i ch  aus  p rogrammier tem Ze l l tod  resu l t ie ren ,  dessen
Aktivierungsmechanismus in Pflanzen bislang jedoch sehr wenig untersucht ist. In diesem
Zusammenhang wurde über Mutanten in Arabidopsis thaliana berichtet, in denen es spontan, d.h. in
Abwesenheit eines Pathogens, zum unkontrollierten Zelltod kommt. Diese Mutanten könnten in Zukunft
wichtige Hinweise zum molekularen Hintergrund der HR und zu dem von Resistenzmechanismen im
allgemeinen geben (Greenberg et al., 1994; Weymann et al., 1995; Dietrich et al., 1997). Neben dem
lokalen Zelltod sind an der Infektionsstelle häufig eine Reihe von Zellwandveränderungen zu
beobachten. Diese Veränderungen, zu denen die Auflagerung von Kallose (Ride et al., 1983; Kauss,
1987) und Suberin sowie die Verstärkung der Zellwand durch Lignin gehören (Griesebach, 1978; Lewis
und Yamato, 1990), dienen als physikalische Barrieren. Außerdem wurde die Akkumulation und
Verknüpfung von Zellwandproteinen, vornehmlich hydroxyprolinreichen Glykoproteinen, in Kombination
mit erhöhter Peroxidase−Bildung beobachtet (Showalter et al., 1985; Smith et al., 1991; Bradley et al.,
1992).
Abb. 1: Hypersensitive Reaktion in Tabakpflanzen hervorgerufen durch Pseudomonas syringaepv. glycinea.
Eine lokale hypersensitive Reaktion setzt nicht notwendigerweise voraus, daß die typischen
nekrotischen Läsionen deutlich zu sehen sind. Wenn nur wenige Zellen oder sogar nur eine einzige
Zelle von der HR betroffen ist, so bleiben die hervorgerufenen Läsionen unscheinbar. Die HR tritt immer
dann hervor, wenn pflanzenpathogene Bakterien in Nichtwirtspflanzen oder in resistente Pflanzen
infiltriert werden oder wenn avirulente Stämme eines Pathogens in anfällige Pflanzenkultivare gebracht
werden. Das Pflanzengewebe wird zunächst nekrotisch und kollabiert 8−12 h nach der Inokulation.
Interessanterweise werden lokale Reaktionen auch durch mechanische Verwundung und die
Behandlung mit sogenannten Elicitoren (lat. elicere = hervorlocken) induziert. Als Elicitoren werden
Komponenten des Pathogens bezeichnet, die sezerniert oder zellwandgebunden vorliegen. Es konnte
gezeigt werden, daß Pflanzenzellen spezifische Rezeptoren besitzen, welche die Elicitoren erkennen,
binden und eine Weiterleitung des Signals in der Zelle bewirken (Taraporewala und Culver, 1996; Ji
et al., 1998). Zu den bekannten pilzlichen Elicitoren zählen Glukane, Chitine, Xylanasen oder Ergosterol
(Mikes et al., 1997; Salzer et al., 1997). Als bakterielle Elicitoren wurden Saccharide, phenolische
Komponenten, sogenannte Harpin−Proteine oder Flagellen beschrieben (Ankenbauer und Nester, 1990;
Denarie et al., 1992; He et al., 1993; Wei und Beer, 1993). Die lokalen Reaktionen werden schließlich
durch die Synthese antimikrobiell wirksamer Substanzen, den sogenannten Phytoalexinen, ergänzt
(Dixon  et al . ,  1983; Dixon, 1986; Ebel, 1986). Phytoalexine gehen aus dem allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsel der Pflanzen hervor, in dem das Enzym Phenyl−Ammoniak−Lyase (PAL) als
Schlüsselenzym fungiert (Hahlbrock und Scheel, 1989).
2.1.2.2 Die systemisch erworbene Resistenz
Zusätzlich zu den schnellen Abwehrreaktionen, die der Penetration bzw. dem Wachstum des
Krankheitserregers entgegenwirken, entwickeln infizierte und nicht infizierte Bereiche der Pflanze eine
erhöhte Resistenz gegenüber weiteren Infektionen durch Bakterien, Viren oder Pilze. Diese
unspezifische Resistenz ist schon seit langem bekannt (Chester, 1933) und wird als induzierte bzw.
systemisch erworbene Resistenz (SAR = systemic acquired resistance) bezeichnet (Ross, 1961, 1966).
Die systemisch erworbene Resistenz, die man in Anlehnung an entsprechende tierische Modellsysteme
auch im weitesten Sinne als Immunität bezeichnen könnte, ist durch die koordinierte Expression
mehrerer Gene gekennzeichnet. Zu den Genprodukten dieser sogenannten SAR−Gene gehören die
PR−Proteine (pathogenesis−related−proteins), die bereits in den 70er Jahren in Tabak−Mosaik−Virus
(TMV)−infiziertem Tabak entdeckt wurden. PR−Proteine stellen eine Gruppe unterschiedlicher
pflanzlicher Proteine dar, die eine toxische Wirkung auf das eindringende Pathogen haben. Bislang
konnten verschiedene Gruppen von PR−Prote inen entsprechend ihrer  Funkt ion,  ihrer
Aminosäuresequenz, ihrer serologischen Eigenschaften und ihrem Molekulargewicht klassifiziert
werden. Einige dieser PR−Proteine konnten als Chit inasen (Legrand  et  al . ,  1987) und 
−1,3−Glukanasen identifiziert werden (Kauffmann et al., 1987). PR−Proteine besitzen aber nicht nur
hydrolytische Eigenschaften. So konnten Hahn und Strittmatter (1994) zeigen, daß es sich bei dem
PRP1−1 Protein aus der Kartoffel um eine Glutathion−S−Transferase handelt, die eine antioxidative
Funktion in der Zelle ausübt. Inzwischen gilt als gesichert, daß PR−Proteine direkt für eine erhöhte
Resistenz der Pflanze verantwortlich sind. Den wichtigsten Beweis hierfür lieferten Alexander und
Mitarbeiter (1993), die zeigen konnten, daß transgene Tabakpflanzen durch die Expression des
PR−1a−Gens aus Tabak eine erhöhte Krankheitsresistenz aufwiesen. Bei der Entstehung der SAR
scheinen Salicylsäure (2−Hydroxybenzoesäure; SA), Ethylen, Jasmonsäure und das Polypeptid
Systemin eine wichtige Rolle zu spielen (Farmer et al., 1991; Pearce et al., 1991; McGurl et al., 1992;
Raz und Flur, 1993; Horvath und Chua, 1994). White (1979) konnte zeigen, daß durch die exogene
Zugabe von SA in Tabak eine erhöhte Resistenz gegenüber dem Tabak−Mosaik−Virus (TMV) erzielt
werden kann. Weitere Experimente, die unter anderem an Gurkenkotelydonen (Mills und Wood, 1984)
durchgeführt wurden, bestätigten, daß durch exogene Zugabe von SA eine erhöhte Krankheitsresistenz
gegenüber Bakterien und Pilzen erreicht werden kann. Parallel dazu wurde in Tabak sowohl ein
signifikanter Anstieg der endogenen SA−Konzentration als auch die induzierte Expression des
PR1−Proteins nach TMV−Inokulation in infizierten und in nicht infizierten Pflanzenteilen nachgewiesen
(Malamy et al., 1990). Diese Beobachtungen wurden durch Experimente gestützt, in denen die
SA−Akkumulation und die Entwicklung der SAR in Gurkenblättern nach Inokulation von P. syringae pv.
syringae zeitlich und räumlich verfolgt wurden. Diese Ergebnisse bestätigten zwar die Rolle von SA als
endogenem Resistenzinduktor, deuteten aber auch darauf hin, daß SA nicht das primäre systemische
Signalmolekül sein konnte (Rasmussen et al., 1991). Vielmehr wird vermutet, daß die Wirkung von SA
über einen erhöhten H2O2−Gehalt vermittelt wird. Das Signalmolekül, welches die Informationen vom
Infektionsort zu weiter entfernten Pflanzenteilen leitet, um dort die SAR zu aktivieren, konnte bislang
noch nicht identifiziert werden. Aufgrund zahlreicher Untersuchungen weiß man heute, daß die
SA−abhängige SAR nicht der einzige Signaltransduktionsweg ist, der zur Resistenzantwort führt. Neben
SA besitzen auch Jasmonsäure und Ethylen als alternative Signale bei der Resistenzantwort gegenüber
mikrobiellen Pathogenen eine wichtige Funktion.
2.1.3 Jasmonsäure, Ethylen und Salicylsäure − globale
Signale der pflanzlichen Abwehrreaktion −
J a s m o n s ä u r e  ( J A )  i s t  e i n  C 1 2 − F e t t s ä u r e d e r i v a t ,  w e l c h e s  i n  P f l a n z e n  ü b e r  d e n
Oktadekanoid−Syntheseweg aus der Fettsäure α−Linolsäure gebildet wird. JA und sein Methylester,
Methyljasmonat (MeJA), wurden in sehr vielen Pflanzen nachgewiesen und besitzen die Funktion von
Phytohormonen. JA zeigt in seiner Wirkung zahlreiche Ähnlichkeiten zu Ethylen. Im Biotest hemmt
Jasmonsäure das auxininduzierte Streckungswachstum, das zytokinin− und auxinreduzierte
Kalluswachstum sowie die Samenkeimung. Dazu fördert es den Abbau der Blattsubstanz (Seneszenz),
die Degradation von Chlorophyll und induziert die Synthese von Ethylen in verschiedenen Pflanzen
(Sembdner und Pathier, 1993). Es konnte gezeigt werden, daß JA und seine Vorläufer, z.B.
12−Oxo−phytodienonsäure, aktiv die Synthese von Proteinase−Inhibitoren in Tomatenpflanzen
induzieren, einer Antwort der Pflanze, die normalerweise gegenüber Insekten hervorgerufen wird
(Farmer und Ryan, 1992). Des Weiteren wird JA eine Funktion als globaler Signalsubstanz nach einer
Wundinfektion durch mechanische Verletzung sowie nach einem Pathogenbefall zugewiesen (Farmer
und Ryan, 1990; Weiler, 1997; Dong, 1998).
Ethylen ist in Pflanzen u.a. bei der Auslösung der Seneszenz beteiligt und spielt ebenfalls bei der
pflanzlichen Abwehrreaktion eine entscheidende Rolle (Ecker, 1995). Ebenso wie für die Wirkung von
JA ist auch für die Ethylenwirkung die Signalkette noch nicht völlig aufgeklärt. Untersuchungen an
ethylenunempfindl ichen Mutanten aus  Arabidopsis thal iana  haben gezeigt ,  daß an der
Signaltransduktion mehrere hintereinander geschaltete Protein−Kinasen beteiligt sind, wobei eine
Histidin−Proteinkinase möglicherweise als Ethylenrezeptor fungiert (Heldt, 1996).
SA spielt, wie bereits in Kapitel 2.1.2.2 beschrieben, als Signalmolekül sowohl bei der HR als auch bei
der SAR eine zentrale Rolle. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, daß sich die drei JA−, Ethylen− und
SA−abhängigen Signaltransduktionswege untereinander beeinflussen. So vollzieht sich die Ausprägung
der SAR in A. thaliana zwar unabhängig von Ethylen, letzteres scheint aber die Reizschwelle für SA zu
erniedrigen (Lawton et al., 1994). In Tabak werden die PR−Proteine PR1b und PR5 synergistisch durch
MeJA und Ethylen induziert (Xu et al., 1994) und in Tomatenpflanzen stimuliert Ethylen die Expression
von wund− und JA−induzierbaren Proteinase−Inhibitor−Genen (O´ Donnell et al., 1996). Darüber hinaus
haben Untersuchungen ergeben, daß Pflanzen in der Lage sind, zwischen verschiedenen Pathogenen
zu unterscheiden und dementsprechend die Expression von induzierbaren Abwehrgenen zu
kontrollieren. So konnte für Arabidopsis gezeigt werden, daß die Chalkonsynthase−Gene chs nicht
durch virulente oder avirulente P. syringae Stämme aktiviert werden (Dong et al., 1991), die Expression
dieser Gene jedoch durch das pilzliche Pathogen Pythium mastophorum induziert werden kann (Vijayan
et al., 1998). Die Ursachen und Auswirkungen der Kommunikation zwischen unterschiedlichen
Signaltransduktionswegen während der Aktivierung von pflanzlichen Abwehrgenen sind sehr komplex.
Durch die JA−, Ethylen− und SA−abhängigen Signaltransduktionswege wird den Pflanzen eine
spezifische Abwehrreaktion durch die Regulation von verschieden stark exprimierten Genen gegenüber
unterschiedlichen Pathogenen ermöglicht (Reymond und Farmer, 1998).
weiter  zurück  Inhaltsverzeichnis
2.2. Phytopathogene Bakterien
weiter  zurück  Inhaltsverzeichnis
Phytopathogene Bakterien stellen im Unterschied zu beispielsweise manchen phytopathogenen Pilzen
recht einfache Organismen dar. Sie können in der Regel in großen Mengen kultiviert und ihre
Eigenschaften gut untersucht werden. Das Fehlen ausgeprägter Entwicklungsstadien erleichtert die
Analyse und Etablierung eines Pathosystems. Den wesentlichen Vorteil bei der Untersuchung der meisten
phytopathogenen Bakterien stellt jedoch das kleine, genetisch gut zu bearbeitende Genom der Bakterien
dar. Phytopathogene Organismen haben sich im Verlauf der Evolution die Fähigkeit angeeignet, höhere
Pflanzen als Lebensraum und Nahrungsquelle zu nutzen. Es gibt viele Epiphyten, die ausschließlich auf der
Blattoberfläche ihrer Wirtspflanze leben, ohne eine Krankheit auszulösen (Vivian, 1992). Phytopathogene
Epiphyten besiedeln nicht nur ihre Wirtspflanzen, sondern machen sich auch Nichtwirtspflanzen als Habitat
zunutze, die dann ein zusätzliches Inokulumreservoir für empfängliche Pflanzen darstellen (Hirano und
Upper, 1983). Im Gegensatz zu phytopathogenen Pilzen, die aktiv unter Ausbildung von Haustorien in das
Gewebe ihrer Wirtspflanzen eindringen (Keen, 1986), gelangen die phytopathogenen Bakterien vor allem
über die natürlichen Öffnungen (Stomata) oder kleinere Verletzungen des Pflanzengewebes in ihre
Wirtspflanzen. Sind die Pathogene eingedrungen, so sind sie in der Lage, die verschiedenartigsten
Krankheiten in der Pflanze hervorzurufen. Als Beispiele seien nur die Pflanzentumore verursacht von
Agrobacterium tumefaciens, der Feuerbrand sowie die Weichfäule hervorgerufen durch Erwinia amylovora
bzw. Erwinia chrysanthemi, die Blattfleckenerkrankungen ausgelöst durch Pseudomonas syringae und
Xanthomonas campestris oder die Welke verursacht durch Ralstonia solanacearum genannt.
2.2.1 Pseudomonas syringae
P. syringae ist ein Gram−negatives, obligat aerobes, stäbchenförmiges und polar begeißeltes Bakterium,
welches phylogenetisch zur γ−Gruppe der Proteobakterien gehört. P. syringae besitzt mit seinen über 51
Pathovarietäten ein enorm großes Wirtsspektrum. Die Bezeichnung Pathovarietät (pv.) steht dabei für die
Fähigkeit eines Stammes, auf einer bestimmten Wirtspflanze pathogen zu sein, d.h., auf dieser Pflanze
Krankheiten hervorrufen zu können. Ausnahmefälle wie z.B. P. syringae pv. syringae, welches mehrere
Wirtspflanzen (Phaseolus vulgaris, Topaeoum majus, Citrus sinensis, Malus pumila und Prunus spp.)
befallen kann, wurden ebenfalls beschrieben (Roos und Hattingh, 1987). Verschiedene Pathovare werden
zusätzlich in sogenannte physiologische Rassen eingeteilt. Diese Rassen sind phänotypisch nicht
unterscheidbare Untereinheiten eines Pathovars, die nur einzelne Kultivare einer Wirtspflanze befallen
können.
2.2.1.1 P. syringae pv. glycinea
P. syringae pv. glycinea ist der Erreger des Bakterienbrandes auf Sojapflanzen (Glycine max). Die
typischen Symptome dieser Krankheit sind wasserdurchtränkte Flecken auf der Blattoberfläche, die sich im
Verlauf der Krankheit in nekrotische, von chlorotischen Höfen umgebene Zonen umwandeln (Abb. 2). Da
diese Krankheit vermehrt nach Perioden kühler Witterung auftritt, wird P. syringae pv. glycinea auch als ein
typisches Kaltwetterpathogen bezeichnet (Dunleavy, 1988). Die Schäden, die durch dieses Bakterium
hervorgerufen werden, sind dabei von beträchtlicher wirtschaftlicher Bedeutung (Fahy und Lloyd, 1983).
Abb. 2: Krankheitssymptome des Bakterienbrandes auf Sojabohnen hervorgerufen durch P. syringae pv.
glycinea.
P. syringae pv. glycinea lebt epiphytisch auf der Blattoberfläche oder im Boden bzw. auf abgestorbenem
Pflanzenmaterial. Von dort dringt das Bakterium über Spaltöffnungen (Stomata) auf der Blattunterseite oder
über kleine Wunden der Kutikulaschicht in den Interzellularraum des Blattgewebes (Mesophyll) ein.
Voraussetzung für das Eindringen in das Blattgewebe ist ein Wasserfilm oder −tropfen, in dem sich die
Bakterien mittels ihrer Geißeln fortbewegen können. Neben natürlichen Erscheinungen wie Wind, Regen
und Hagel kann auch die Feldbewirtschaftung zu Verletzungen der Epidermis führen und so das Eindringen
des Pathogens ermöglichen. Ist das Pathogen erfolgreich in seine Wirtspflanze eingedrungen, beginnt es,
sich im Interzellularraum zu vermehren. Zur Sicherstellung eines hohen Wassergehalts, der für eine
erfolgreiche Massenvermehrung der Bakterien notwendig ist, beginnen die Pathogene mit der Produktion
von Polysacchariden. Diese halten wie ein Schwamm das Wasser fest, welches ansonsten aus den
Interzellularen verdunsten würde. Die Schleimkapsel schützt das Pathogen nicht nur vor Austrocknung,
sondern ist gleichzeitig ein Medium zum Transport von Enzymen, Toxinen und Nährstoffen. Typische
Symptome des Bakterienbrandes werden 5−7 Tage nach erfolgreicher Besiedlung von P. syringae pv.
glycinea auf seiner Wirtspflanze der Sojabohne sichtbar.
2.2.2 Das Phytotoxin Coronatin
D a s  P h y t o t o x i n  C o r o n a t i n  ( C O R )  ( A b b .  3 A )  i s t  e i n e  n i c h t w i r t s s p e z i f i s c h e
Polyketid−Aminosäurederivat−Verbindung, die von P. syringae pv. glycinea, sowie den eng verwandten
Pathovaren pv. atropurpurea, pv. morsprunorum, pv. maculicola und pv. tomato produziert wird (Mitchell,
1982; Bender, et al. 1993; Wiebe und Campell, 1993). COR gilt als ein wichtiger Virulenzfaktor von P.
syringae, der entscheidend am Krankheitsverlauf bzw. an der Symptomausprägung beteiligt ist (Bender et
al., 1999). Die primären Symptome, die von COR hervorgerufen werden, sind typische Chlorosen, die auf
einer großen Anzahl von Pflanzen induziert werden können. Die biologischen Effekte von COR sind
weitreichend und umfassen z.B. die Verstärkung des Abbaus der Blattsubstanz (Seneszenz) in
Tabakpflanzen (Kenyon und Turner, 1990), die Hypertrophie in Kartoffelknollen (Sakai et al., 1979), die
Inhibition des Wurzelwachstums in Weizen (Sakai, 1980), die Stimulation der Stomataöffnungen in Roggen,
die Stimulation der Ethylen−Biosynthese in Tabak sowie die Synthese von Proteinase−Inhibitoren in
Tomate (Mino et al., 1987; Ferguson und Mitchell, 1985; Kenyon und Turner, 1992; Palmer und Bender,
1995). COR besteht aus zwei Komponenten: dem Polyketid Coronafacienssäure (CFA) und dem
zyklisierten Isoleucinderivat Coronaminsäure (CMA) (Abb. 3A). Beide Verbindungen stammen aus
verschiedenen Biosynthesewegen und werden über eine Amidbindung gekoppelt (Bender et al., 1993,
1996). In P. syringae pv. glycinea PG4180 liegen die Gene für alle Enzyme, die an der COR−Biosynthese
beteiligt sind, auf einem 32,8 kb umspannenden Genkluster (Abb. 3B), das auf dem natürlich
vorkommenden 95−kb Plasmid p4180A lokalisiert ist. Dieses Genkluster enthält zwei biosynthetische
Operone für die CFA− und CMA−Biosynthese, sowie drei regulatorische Gene (Ullrich und Bender, 1994;
Liyanage et al., 1995; Ullrich et al., 1995; Rangaswamy et al., 1998). Die Biosynthese von COR ist in vitro
bei der optimalen Pathogenitätstemperatur von 18 °C maximal, während bei der optimalen bakteriellen
Wachstumstemperatur von 28 °C die Synthese des Toxins nicht nachweisbar ist (Palmer und Bender,
1993; Ullrich et al., 1995; Budde et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, daß die temperaturabhängige
S y n t h e s e  v o n  C O R  a u f  T r a n s k r i p t i o n s e b e n e  d u r c h  e i n  m o d i f i z i e r t e s
Zwei−Komponenten−Regulationssystem kontrolliert wird. Dieses System besteht aus einer Sensorkinase
CorS und zwei Regulatorproteinen CorR und CorP (Ullrich et al., 1995; Penaloza−Vazquez und Bender,
1998; Wang et al., 1999). Die Sensorkinase CorS besitzt einen hydrophoben N−Terminus und läßt deshalb
vermuten, daß dieses Protein membrangebunden vorliegt. Im Gegensatz zu corR und corP, deren
Expression nicht von der Temperatur abhängt, ist die Expression von corS bei einer Temperatur von 18 °C
maximal, während bei 28 °C eine geringere Expression von corS stattfindet (Ullrich et al., 1995). Eine
Vermutung, wie die temperaturabhängige Synthese von COR abläuft, geht von der Hypothese aus, daß
durch eine Temperaturveränderung das Sensorprotein CorS autophosphoryliert wird. CorS seinerseits
phosphoryliert die Aktivatorproteine CorR und CorP, welche dann gleichzeitig oder nacheinander die
Transkription von corS bewirken und somit eine erhöhte Kopiezahl des Sensorproteins zur Folge haben.
Die hohe CorS−Konzentration amplifiziert das Temperatursignal über eine erhöhte Phosphorylierung der
Regulatorproteine, die gleichzeitig die Transkription der biosynthetischen Gene von CMA und CFA
aktivieren. Kürzlich konnte gezeigt werden, daß CorR aus bei 18 °C gewachsenen P. syringae−Zellen an
einen 218 bp DNA−Abschnitt bindet, der mehr als 600 bp stromaufwärts der transkriptionellen Startstelle
des cmaABT−Operons liegt (Wang et al., 1999). Interessanterweise verlor CorR seine Fähigkeit an die
stromaufwärtsliegende cmaABT−Region zu binden, sobald dieses Protein bei 28 °C oder in einer
corS−negativen bzw. corP−negativen Mutante von PG4180 überexprimiert wurde. Durch diese
Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die CorR−Aktivität sowohl von der Temperatur als auch von
der Histidin−Proteinkinase CorS sowie von CorP abhängig ist.
A b b .  3 :  A ,  D a r s t e l l u n g  d e r  S t r u k t u r f o r m e l  v o n  C o r o n a t i n  ( C O R )  s o w i e  B ,  d e s
Coronatin−Biosynthese−Genklusters aus Pseudomonas syringae pv. glycinea. Die bei der Synthese der
Coronafacienssäure (CFA) beteiligten Gene sind cfl (grau) sowie cfa1−9 (grün). Gene, die für die Synthese der
Coronaminsäure (CMA) codieren sind cmaA, cmaB, cmaT und cmaU (blau). Die drei regulatorischen Gene corR,
corS und corP sind in braun dargestellt. Das Gen tnp1 (schwarz) codiert für eine Transposase und ist
natürlicherweise in dem Genkluster vorhanden.
Interessanterweise ähnelt CMA in seiner chemischen Struktur 1−Aminocyclopropan−1−Carboxylsäure,
welche eine Vorstufe der Ethylen−Biosynthese darstellt. Diese Ähnlichkeit läßt vermuten, daß CMA
möglicherweise die pflanzliche Ethylen−Synthese beeinflussen kann (Kenyon und Turner, 1992). CFA
dagegen ähnelt strukturell Jasmonsäure (JA) (Abb. 4), welche eine essentielle Rolle bei der Regulation der
pflanzlichen Abwehr gegenüber Insekten und Pathogenen spielt (Farmer und Ryan, 1990; Reymond und
Farmer, 1998). Untersuchungen haben ergeben, daß CFA und JA sehr ähnliche biologische Aktivitäten
besitzen, wenn sie in Jasmonat−spezifischen Tests eingesetzt werden (Koda et al., 1996). Im Vergleich
hierzu zeigte COR in diesen Assays Aktivitäten, die 100 bis 10.000 mal höher waren als die von CFA oder
JA. Weiler und seine Mitarbeiter (1994) machten darauf aufmerksam, daß COR nicht als strukturelles
Analog zu JA betrachtet werden darf, da die jeweiligen Positionen der Carboxylgruppe relativ gesehen zum
Cyclopentylring unterschiedlich sind. COR besitzt signifikante strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten zu
dem pflanzlichen Oktadekanoid−Signalmolekül 12−Oxo−phytodienonsäure (OPDA) (Abb. 4), einem
Intermediat in der Synthese von JA. OPDA besitzt ähnlich wie JA zahlreiche regulatorische Funktionen bei
der pflanzlichen Abwehrreaktion (Dittrich et al., 1992; Weiler, 1997; Zhang et al., 1997). Weiler et al. (1994)
und Bohlmann et al. (1998) konnten zeigen, daß durch OPDA hervorgerufene Effekte in der Pflanze durch
COR reproduziert werden können, was auf eine Mimikry von OPDA durch das Toxin hinweist (Feys et al.,
1994; Weiler et al., 1994; Boland et al., 1995). Mögliche pflanzliche Rezeptoren für JA, OPDA oder COR
sind derzeit nicht bekannt, die Suche nach ihnen hat aber bereits begonnen (Schüler et al., 1999).
Abb.  4:  Schematische Darstel lung der  Strukturen von Coronat in,  12−Oxo−phytodienonsäure,
Coronafacienssäure und Jasmonsäure.
2.2.3 Einfluß der Temperatur auf pathogene Mikroorganismen
Die Temperatur als abiotischer Umwelfaktor spielt für die Virulenz von phytopathogenen Bakterien eine
wichtige Rolle. Krankheitserreger können sich in ihrer optimalen Pathogenitätstemperatur erheblich
voneinander unterscheiden. Dieses führt oftmals zu einer geographischen und jahreszeitlichen
Beschränkung des Krankheitsausbruchs. So tritt die von Ralstonia solanacearum hervorgerufene
Weichfäule der Kartoffel bevorzugt in subtropischen Gebieten auf und Blattfleckenkrankheiten, die durch
Pseudomonas hervorgerufen werden, sind verstärkt im Frühjahr oder Herbst, d.h. bei relativ niedrigen
Temperaturen, zu beobachten.
In tier− und humanpathogenen Bakterien sind die molekularen Mechanismen der Thermoregulation recht
gut erforscht. Hier wurden bislang temperaturabhängige Regulationsmechanismen von Virulenzfaktoren
sowohl auf Transkriptions− als auch auf Translationsebene beschrieben (Hurme und Rhen, 1988).
Humanpathogene erkennen die veränderte Temperatur, sobald sie einen warmblütigen Wirt befallen haben,
und initiieren daraufhin die Bildung einer Vielzahl von Virulenzfaktoren. Neben der Toxin− bzw. der
Agglutinogen−Synthese (z.B. in Bordetella pertussis) wurde die Bildung invasionsassoziierter Wirkstoffe
(Shigella flexneri), die Bildung der Pilusformation (Escherichia coli) und die Produktion von anderen, für die
Wirt−Pathogen−Interaktionen wichtigen Virulenzfaktoren (z.B. die yop−Genprodukte in Yersinia spp.)
beschrieben (Mekalanos, 1992). Auch wenn das derzeitige Verständnis der Mechanismen, die zu einer
Temperaturdetektion bzw. Thermoregulation der Genexpression in pathogenen Bakterien führen, eher
unvollständig ist, unterscheidet man drei Mechanismen, die eine Weiterleitung des Signals einer
Temperaturveränderung bewirken können. Hierzu gehören die thermisch bedingte Veränderung der DNA
(Superhelixstruktur) sowie Veränderungen der mRNA oder Proteinkonformation (Dorman, 1991; Hurme und
Rhen, 1998). In humanpathogenen E. coli−Stämmen konnte gezeigt werden, daß die Produktion von Pili
bei 25 °C durch H−NS, einem Histon−ähnlichen Protein, welches an der Superspiralisierung von DNA
beteiligt ist, unterdrückt wird (Göransson et al., 1990). Ebenso konnte in den Humanpathogenen Shigella
(Falconi et al., 1998; Palchaudhuri et al., 1998) und Yersinia (Mikulskis und Cornelis, 1994) eine Kontrolle
der Expression von Virulenzfaktoren durch H−NS nachgewiesen werden. Ein interessantes Beispiel für die
Weiterleitung eines Signals einer Temperaturveränderung wurde in Yersinia pestis beschrieben. In diesem
Humanpathogen ist der transkriptionelle Aktivator LcrF an der Expression von Virulenzgenen beteiligt. Der
regulatorische Mechanismus beruht hier auf einem Temperatureffekt, der direkt die mRNA−Struktur
beeinflußt. Eine Loop−Struktur in der Ribosomen−Bindestelle der lcrF mRNA schmilzt bei Temperaturen
von 37 °C und dies führt zur translationalen Aktivierung von lcrF (Hoe und Goguen, 1993). Das erste
Protein, welches als sogenannter Temperaturfühler beschrieben wurde, ist das TlpA Protein. TlpA wird von
dem auf einem Plasmid liegenden Gen tlpA kodiert, welches in verschiedenen Salmonella−Stämmen
konserviert ist. TlpA wurde als autoregulatorischer Repressor beschrieben, der sowohl in monomerer als
auch in dimerer Form vorliegen kann. Dabei ist das Gleichgewicht sowohl von der Temperatur als auch von
der Konzentration abhängig. In seiner dimeren Form bildet TlpA sogenannte coiled−coil−Dömanen aus, die
an die DNA des tlpA−Gens binden und somit eine Unterdrückung der Transkription von tlpA bewirken.
Kommt es zu einer Temperaturerhöhung, so wird das Gleichgewicht zwischen monomerer und dimerer
Form auf die Seite der inaktiven, ungefalteten monomeren Form verschoben, wodurch es zur verstärkten
Transkription von tlpA kommt (Hurme et al., 1997).
Im Vergleich zu tier− und humanpathogenen Bakterien gibt es in pflanzenpathogenen Bakterien nur wenige
Beispiele für die temperaturregulierte Synthese von Virulenzfaktoren. In P. syringae pv. glycinea ist die
Synthese des Phytotoxins COR bei einer Temperatur von 18 °C optimal, wohingegen bei einer Temperatur
von 28 °C keine Toxinsynthese nachzuweisen ist (Palmer und Bender, 1993; Ullrich et al., 1995). In diesem
Zusammenhang sei auch auf die Synthese des Phytotoxins Phaseolotoxin in P. syringae pv. phaseolicola
hingewiesen, welches ebenfalls bevorzugt bei einer Temperatur von 18 °C produziert wird (Rowley et al.,
1993). Für E. carotovora und E. chrysanthemi, den Erregern der Weichfäule, konnte gezeigt werden, daß
zellwandauflösende Proteine wie Pektinasen, Cellulasen und Proteasen bevorzugt bei niedrigen
Temperaturen synthetisiert werden (Starr und Chatterjee, 1972; Lei et al., 1985; Lanham et al., 1991;
Hugovieux−Cotte−Pattat et al., 1992). In dem VirA/VirG Zwei−Komponenten−System von A. tumefaciens,
dem Auslöser von Pflanzentumoren, ist die Aktivität des regulatorischen VirA−Proteins oberhalb von 32 °C
reduziert (Jin et al., 1993) und der Zusammenbau der VirB−vermittelten DNA−Transfermaschinerie erfolgt
optimal bei 18−20 °C (Banta et al., 1998). Aufgrund der komplexen Wechselwirkung zwischen Pathogen
und Wir tspf lanze kann man davon ausgehen,  daß noch wei tere Viru lenzfaktoren in e iner
temperaturabhängigen Weise während der Pathogenese freigesetzt oder exprimiert werden.
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2.3 Proteinsekretion in Gram−negativen
Bakterien
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Die Interaktionen zwischen Bakterien und Pflanzen werden durch Faktoren beeinflußt, die entweder auf der
bakteriellen Zelloberfläche lokalisiert sind oder die das Pathogen in seine extrazelluläre Umgebung abgibt.
Trotz der enormen Anzahl und Diversität von sekretierten Proteinen existieren nur wenige Mechanismen,
die Bakterien nutzen, um Proteine aus ihrem Cytoplasma in den extrazellulären Raum zu transportieren. In
Gram−negativen Bakterien werden vier Typen von Sekretionssystemen unterschieden: TypII und TypIV
ermöglichen die Proteintranslokation über die innere und äußere Membran in zwei Schritten und unterliegen
einem sogenannten sec−abhängigen Exportmechanismus. Das charakteristische des sec−abhängigen
Proteintransports ist die Anwesenheit einer kurzen, meist hydrophoben aminoterminalen Signalsequenz
(ca. 30 Aminosäuren) an dem exportierten Protein. Diese Signalsequenz ermöglicht dem Protein die
Sekretion und wird von einer Peptidase entfernt, sobald das Protein das Periplasma erreicht hat.
TypII−Sekretion ist der wichtigste Mechanismus, den Gram−negative Bakterien zur Sekretion von Proteinen
benutzen. Dieser Mechanismus wurde beispielsweise in Erwinia chrysanthemi (He et al., 1991) und in
Klebsiella oxytoca (Pugsley, 1993) identifiziert, während TypIV−Systeme für Heliobacter pylori und
Bortedella pertussis beschrieben wurden (Finlay und Falkow, 1997). Im Gegensatz zu TypII und TypIV
erfolgt der Proteintransport bei TypI und TypIII in einem Schritt über die innere und äußere Membran und
die sekretierten Proteine unterliegen keiner aminoterminalen Prozessierung. TypI−Sekretion wurde z.B. in
Pasteurella haemolityca, in Pseudomonas aeruginosa und Erwinia chrysanthemi beschrieben (Hueck,
1998).
2.3.1 Proteinsekretion in pflanzenpathogenen Bakterien mittels
des TypIII−Sekretionssystems
TypIII−Sekretionssysteme konnten in den vier wichtigsten pflanzenpathogenen Bakteriengattungen
Pseudomonas, Erwinia, Ralstonia und Xanthomonas (Bonas, 1994; Van Gijsegem et al., 1995; Alfano und
Collmer, 1997) identifiziert werden. Diese Sekretionssysteme setzen sich aus ungefähr 20 Proteinen
zusammen, die meist in der inneren Membran verankert sind. Interessanterweise besitzen diese inneren
Membranproteine Ähnlichkeiten sowohl in Gram−negativen als auch in Gram−positiven Bakterien zum
Biosyntheseapparat von Flagellen. Gene, die für den TypIII−Sekretionsapparat kodieren, liegen geklustert
vor. Die aminoterminalen Sequenzen von Proteinen, die mittels des TypIII−Systems sekretiert werden, sind
hochvariabel, ohne daß dabei ein Verlust der Sekretion auftritt. Es wurde postuliert, daß das
Sekretionssignal in der 5´−Region der mRNA liegen könnte, welche das sekretierte Protein kodiert
(Anderson et al., 1996). Proteine, die mittels des TypIII−Sekretionssystems sekretiert werden, benötigen
kleine cytoplasmatische Proteine mit sogenannten Chaperon Funktionen, um die sekretierten Faktoren vor
frühzeitigen Interaktionen mit anderen Komponenten des Systems zu schützen. Neben der Sekretion von
Proteinen in den Extrazellularraum dient das TypIII−Sekretionssystem als einzigartige Maschinerie, um
Pathogenitätsfaktoren direkt aus dem Cytosol in eukaryontische Zellen einzuschleusen.
Die bakteriellen Gene, die für den TypIII−Sekretionsapparat kodieren und essentiell für die Pathogenität von
pflanzenpathogenen Bakterien auf den Wirtspflanzen als auch für die Auslösung der HR in
Nichtwirtspflanzen sind, werden als hrp−Gene (hypersensitive response and pathogenicity genes)
bezeichnet.  Das TypII I−Sekret ionssystem ist  aus diesem Grund heute auch al lgemein als
Hrp−Sekretionssystem bekannt. Die bislang charakterisierten hrp−Gene liegen als Genkluster von etwa 25
kb Größe chromosomal oder auf einem Plasmid vor. Interessanterweise zeigten die DNA−Sequenzen der
hrp−Genkluster aus P. syringae pv. syringae, E. amylovora, R. solanacearum und X. campestris pv.
vesicatoria sehr gute Ähnlichkeiten zu Genen, die für Komponenten des Yop−Sekretionssystems aus
Yersinia spp. (Abb. 5; Fenselau et al., 1992; Gough et al., 1992; Huang et al., 1992) kodieren. Dieses
Ergebnis läßt die Existenz eines konservierten TypIII−Sekretionssystems sowohl in Gram−negativen
pflanzen− und humanpathogenen Bakterien vermuten (Salmond und Reeves, 1993; Van Gijsegem et al.,
1993). Basierend auf den Operonstrukturen und den regulatorischen Systemen werden die hrp−Genkluster
aus Pseudomonas, Erwinia, Ralstonia, und Xanthomonas in zwei Gruppen unterteilt (Alfano und Collmer,
1996). Gruppe I enthält die hrp−Genkluster aus Pseudomonas und Erwinia und die Gruppe II die
hrp−Genkluster aus Ralstonia und Xanthomonas.
Abb. 5: Genetische Organisation der TypIII−Sekretionssysteme in verschiedenen pathogenen Bakterien. Die
TypIII−Sekretionssysteme von pflanzen− und humanpathogenen Bakterien sind entsprechend der genetischen
Ähnlichkeiten eingeteilt. Unausgefüllte bunte Pfeile repräsentieren konservierte Gene, während Gene, die nur
zwischen verschiedenen Untergruppen konserviert sind, durch ausgefüllte bunte Pfeile dargestellt sind. Weiße
Pfeile repräsentieren Gene, für die bisher keine Ähnlichkeiten zu anderen Genen gefunden wurden. Schraffierte
oder gepunktete Pfeile zeigen Gene, die für Transkriptionsfaktoren kodieren. Ein "s" in einem Pfeil bedeutet, daß
das Genprodukt dieses Gens sekretiert wird. Gene, die mit "ch" versehen sind, kodieren für Proteine mit
Chaperon−Eigenschaften. Transkriptionelle Einheiten sind durch dünne Pfeile unter den entsprechenden Genen
dargestellt (modifiziert nach Hueck, 1998).
hrp−Gene werden in Vollmedium nicht exprimiert. Ihre Expression ist nur in Minimalmedien möglich, deren
Zusammensetzung möglicherweise die Nährstoffbedingungen in der Pflanze nachahmen.
2.3.1.1 Organisation, Funktion und Regulation der hrp−Gene in P. syringae
Eines der am besten untersuchten und verstandenen hrp−Genkluster ist dasjenige aus P. syringae pv.
syringae 61 (Pss61). Dieses wurde vollständig sequenziert (Huang et al., 1995; Preston et al., 1995) und
umfaßt eine 25−kb große chromosomale Region, welche 27 hrp−Gene und das Avirulenz−Gen hrmA
enthält. Huang und Mitarbeiter (1988) konnten zeigen, daß das Plasmid pHIR11, welches das vollständige
hrp−Genkluster trägt, nicht−pathogenene E. coli− oder P. fluoreszens−Stämme dazu befähigt, in
Tabakpflanzen eine HR zu induzieren. Die Regulation der hrp−Genexpression in P. syringae erfolgt über
eine Signaltransduktionskaskade. Dabei sind die Gene hrpRS, die zwei transkriptionelle Regulatorproteine
kodieren, sowie HrpL, der alternative Sigmafaktor, der zur Familie der ECF−Sigmafaktoren (extra
cytoplasmic function) gehört, involviert (Abb. 6; Lonetto et al., 1994; Xiao et al., 1994; Xiao und Hutcheson,
1994; Wei und Beer, 1995). Weiterhin wird angenommen, daß der Sigmafaktor σ54 für die Transkription von
hrpL notwendig ist (Xiao et al., 1994). Die Expression der hrp−Gene kann auf drei Ebenen durch
umweltbedingte Signale reguliert werden: a) durch die Regulation der hrpRS−Expression, b) durch die
Modifikation der hrpL−Expression oder c) durch die Akivierung der Promotoren des hrp−Genklusters (Abb.
6; Xiao et al., 1994).
Abb. 6: Schematische Darstellung der hrp−Gen−Regulationskaskade in P. syringae pv. syringae (Pss61)
(modifiziert nach Xiao et al., 1994).
Man nimmt an, daß in P. syringae pv. syringae Pss61 HrpS und HrpR die Induktion des hrpL−Promotors als
Heterodimer katalysieren (Xiao et al., 1994). Hingegen geht man in P. syringae pv. phaseolicola davon aus,
daß HrpR die transkriptionelle Aktivierung von hrpS bewirkt (Grimm et al., 1995). Die Regulation bei
anderen hrp−Genen der Gruppe I, z.B. bei denen von Erwinia amylovora, erfolgt in einer ähnlichen Weise
(Grimm and Panopoulos, 1989; Grimm et al., 1995; Wei und Beer, 1995). Die Regulation in der Gruppe II
der hrp−Gene erfolgt dagegen nach einem anderen Mechanismus. In R. solanacearum wird die Expression
durch HrpB und in X. campestris durch HrpX, welche zur AraC−Familie der positiven Regulatoren gehören,
aktiviert (Genin et al., 1992; Oku et al., 1995; Wengelnik und Bonas, 1996).
Weitere Gene des hrp−Genklusters aus P. syringae pv. syringae Pss61 kodieren für Proteine, die für die
Proteinsekretion benötigt werden. Neun dieser Proteine sind dabei hochkonserviert innerhalb der
hrp−Sekretionssysteme in phytopathogenen und der TypIII−Sekretionssysteme humanpathogener
Bakterien. Diese Gene wurden aufgrund ihrer konservierten Regionen in hrc für "hypersensitive reaction
and conserved" umbenannt. Aufgrund der hohen Homologien sowohl auf DNA− als auch auf Proteinebene
kann man davon ausgehen, daß die hrp−Gene in P. syringae pv. glycinea ähnlich wie in P. syringae pv.
syringae Pss61 organisiert sind und einer ähnlichen Regulation unterliegen (Dengl et al., 1998).
2.3.1.2. Proteine, die durch den Hrp−Sekretionsapparat sekretiert werden
Die am besten untersuchten und charakterisierten Proteine, die durch den TypIII−Sekretionsapparat
sekretiert werden, sind die sogenannten Harpine, wozu HrpN aus E. amylovora (Wei et al., 1992b; He et al.,
1993), HrpZ aus P. syringae pv. syringae, glycinea und tomato (He et al., 1993; Preston et al., 1995) und
PopA aus R. solanacearum (Arlat et al., 1994) gehören. Obwohl die Harpine keine Sequenzähnlichkeiten
zueinander auf Aminosäureebene zeigen, sind sie alle hitzestabil und enthalten relativ viele Glycinreste.
Harpine können eine HR hervorrufen, wenn sie in Pflanzen infiltriert werden. Es konnte gezeigt werden, daß
das Harpin aus P. syringae pv. syringae mit der Zellwand in Tabakpflanzen interagiert (Hoyos et al., 1996)
und daß das Harpin aus E. amylovora eine Alkalisierung des Mediums in Tabakzellkulturen hervorruft (Wei
et al., 1992b; Baker et al., 1993; Popham et al., 1995). Bis heute ist die Funktion der Harpine nicht
vollständig aufgeklärt. Zunächst nahm man an, daß die Harpine die Hauptdeterminanten zum Auslösen
einer HR seien. Untersuchungen, die mit Mutanten durchgeführt wurden, deuten jedoch darauf hin, daß den
Harpinen nur eine geringe Rolle bei der Auslösung der HR zukommt (Arlat et al., 1994; Alfano et al., 1996;
Collmer et al., 1996; Pirhonen et al., 1996) und für P. syringae konnte direkt gezeigt werden, daß die
Harpine nicht die primären Auslöser der HR sind (Alfano et al., 1996; Collmer et al., 1996). Kürzlich konnte
geze ig t  werden,  daß in  P .  sy r ingae  pv .  tomato  auch  Av i ru lenzgenproduk te  in  pH− und
temperaturabhängiger Weise durch den Hrp−Sekretionsapparat ausgeschleußt werden können (van Dijk et
al., 1999).
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2.4. Zielsetzung der Arbeit
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Das phytopathogene Bakterium Pseudomonas syringae mit seinen über 51 Pathovarietäten kann eine
Vielzahl von Wirtspflanzen befallen und führt dabei zum Teil zu schwerwiegenden Bakteriosen, die sich
in Form von Chlorosen bzw. Nekrosen manifestieren. Bestimmte Virulenzfaktoren phytopathogener
Bakterien sind in ihrer Expression temperaturabhängig. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete
Pathovar glycinea produziert das Polyketid−Phytotoxin Coronatin (COR), einen für die Infektion
wichtigen Virulenzfaktor.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst untersucht werden, welche Temperatur den stärksten Einfluß
auf die Expression der COR−Biosynthesegene und die Produktion von COR in PG4180 besitzt.
Basierend auf diesen Ergebnissen sollten Bakterienkulturen bei der optimalen Temperatur für die
COR−Synthese und der optimalen Wachstumstemperatur der Bakterien inkubiert und nachfolgend zur
Inokulation von Pflanzen verwendet werden.
Für die Zielsetzung zählte es zu den Hauptaufgaben dieser Arbeit, die Interaktionen zwischen P.
syringae pv. glycinea mit seiner Wirtspflanze Sojabohne (kompatible Interaktion) und mit der
Nichtwirtspflanze Tabak (inkompatible Interaktion) in Abhängigkeit der Temperatur zu untersuchen.
Dabei sollte geprüft werden, ob die Pflanzen/Pathogen−Interaktion direkt temperaturabhängig ist bzw.
ob  p f lanz l i che  Abwehrmechan ismen e ine r  Tempera tu rkon t ro l l e  un te r l i egen .  M i t te l s
Northernblot−Analysen sollte die Expression pflanzlicher Abwehrfaktoren in Abhängigkeit der
Temperatur untersucht werden. Mit diesen Untersuchungen sollte geklärt werden, ob die in vitro
gemachten Beobachtungen einer Temperaturabhängigkeit der Expression von bakteriellen
Virulenzfaktoren in der Pflanze bestätigt werden können und ob die Temperatur eine Rolle bei den zu
untersuchenden Interaktionen spielt. Weiterhin sollte geklärt werden, ob das Phytotoxin COR bzw. seine
Vorstufen Coronaminsäure oder Coronafacienssäure die Pflanzen/Pathogen−Interaktion beeinflussen.
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3. Material und Methoden
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3.1 Material
3.2 Methoden
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3.1.1 Geräte
Tab. 1:	In dieser Arbeit verwendete Geräte.
Gerät Bezeichnung Hersteller
Brutschrank mit integriertem
Schüttler
Refriga Inkubator
Innova 4230
New Brunswick
Scientific (Nürtingen)
Elektrophorese−Apparatur
MINI SUB DNA
CELLWIDE MINI
SUB CELL
BioRad
(München)BioRad
(München)
Elektroporationsgerät GenePulser II BioRad (München)
Feinwaage AT261 DeltaRange
Milton Roy
(Rochester, USA)
Fluoreszenzspektrometer Fluorolite 1000
Dynatech
Laboratories
(Denkendorf)
Flüssigkeitsszintillationszähler LS 6500 Beckmann(Fullerton, USA)
French−Press−Zelle 20K−Zelle FA−073 SLM Aminco(Rochester, USA)
Homogenisator T25 basic IKA Labortechnik(Staufen)
HPLC−Säule
250 x 4 mm,
Spherisorb,
C18−Reversed−phase
Säule
Sykam
(Fürstenfeldbruck)
Hybridisierungsofen Personal Hyb Stratagene(Heidelberg)
Pflanzenwachstumskammern CONVIRONModell 4050
Controlled
Environments Inc.
(North Carolina,
USA)
pH−Meter CG840 Schott Geräte(Hofheim a. T.)
Polaroid−Kamera MP4+ AGS (Heidelberg)
RNA/DNA−Calculator Gene Quant Pharmacia Biotech(Freiburg)
Schüttelheizblock Thermomixer 5436 Eppendorf(Engelsberg)
Schüttler 3019 GFL (Burgwedel)
Schüttler UNIMAX 2010 Heidolph (Kelheim)
Spannungsquelle Power Pac 200 BioRad (München)
Spektralphotometer SPECTRONIC 20+ Milton Roy(Rochester, USA)
Charakteristika Quelle
Taumeltisch Rocky 3D
Fröbel Labor
Technik
(Wasserburg)
Tischzentrifuge Biofuge pico
HERAEUS
Instruments
(Osterode)
Transilluminator TFX−20M AGS (Heidelberg)
Ultraschallgerät Typ UW 70 BANDELINelectronic(Berlin)
UV−Cross−Linker UV Stratalinker2400
Stratagene
(Heidelberg)
Vakuum−Blot−Vorrichtung VacuBlot System Biometra (Göttingen)
Vakuumkonzentrator Concentrator 5301 Eppendorf(Engelsdorf)
Wasserbad 1002−1013 GFL (Burgwedel)
Waage PM4800 DeltaRange
Mettler−Toledo
(Greifensee,
Schweiz)
Zentrifuge
mit Rotoren	SS34
		SLA3000
RC 5B+
20.500 Upm max.
12.000 Upm max.
SORVALL (Bad
Homburg)
SORVALL (Bad
Homburg)
SORVALL (Bad
Homburg)
3.1.2 Chemikalien und Enzyme
3.1.2.1 Chemikalien
Soweit  nicht anders angegeben, wurden Chemikal ien und
Biochemikal ien von den Firmen Biomol (Hamburg), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Dreisenhofen) bezogen und zur Durchführung der Versuche
verwendet.
3.1.2.2 Enzyme
Restriktionsendonukleasen, T4−Ligase sowie Klenow−Enzym
wurden von Boehringer Mannheim (Mannheim), New England
B i o l a b s  ( S c h w a l b a c h ) ,  S t r a t a g e n e  ( H e i d e l b e r g )  u n d
Amersham−Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen.
3.1.3 Kits
Tab. 2:	In dieser Arbeit verwendete Kits.
Bezeichnung Hersteller
DIG−DNA Labeling and Detection
Kit
Boehringer Mannheim (Mannheim)
DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) Boehringer Mannheim (Mannheim)
High Pure RNA Isolation Kit Boehringer Mannheim (Mannheim)
PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)
Plasmid Mini Kit Qiagen (Hilden)
Plasmid Midi Kit Qiagen (Hilden)
Random Prime−IT Kit Stratagene (Heidelberg)
RNeasy RNA Isolation Kit Qiagen (Hilden)
QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)
3.1.4 Weitere Materialien
Tab. 3:	In dieser Arbeit benutzte Materialien.
Bezeichnung Hersteller
Chemilumineszenzfilm (Hyperfilm
ECL)
Amersham−Pharmacia Biotech
(Freiburg)
Biospin−6−Säulen BioRad (München)
Filterpapier 3 MM Schleicher & Schuell (Dassel)
Nitrocellulosemembran Schleicher & Schuell (Dassel)
Nylonmembran (Hybond−N) Amersham−Pharmacia Biotech
(Freiburg)
Röntgenfilme Biomax (MR/MS) Amersham−Pharmacia Biotech
(Freiburg)
Sterilfilter (0,2 µm Porengröße) Schleicher & Schuell (Dassel)
3.1.5 Antibiotika
Tab. 4:	In dieser Arbeit verwendete Antibiotika.
Antibiotikum Abkürzung Stammlösung Endkonzentrationim Medium
Ampicillin Apr 50 mg/mL 50 mg/L
Chloramphenicol Cmr 25 mg/mL 25 mg/L
Gentamycin Gmr 2,5 mg/mL 2,5 mg/L
Kanamycin Kmr 25 mg/mL 25 mg/L
Rifampicin Rif r 50 mg/mL 50 mg/L
Spektinomycin Spr 25 mg/mL 25 mg/L
Streptomycin Smr 25 mg/mL 25 mg/L
Tetracyclin Tcr 25 mg/mL 25 mg/L
3.1.6 Medien
Die verwendeten Medien bzw. ihre Bestandteile wurden im
Autoklaven sterilisiert (30 min, 121 °C, 1,3 bar). Stammlösungen,
die nicht autoklavierbar waren, wurden durch einen Filter von 0,2 µm
Porengröße (Schleicher & Schuell, Dassel) sterilfi ltriert. Zur
Herstellung fester Nährböden wurden dem jeweiligen Medium 1,5 %
Agar zugegeben.
3.1.6.1 Vollmedium zur Anzucht von Escherichia
coli
LB−Medium
Luria−Bertani−Medium (Sambrook et al., 1989)
10,0 g Bactotrypton
10,0 g NaCl
5,0 g Hefeextrakt
    ad 1,0 L H2Odemin.
    pH 7,0
3.1.6.2 Vollmedium zur Anzucht von Pseudomonas
syringae
KB−Medium
King´s B Medium (King et al., 1954)
20,0 g Pepton
1,5 g K2HPO4
1,5 g MgSO4
x 6 H2O
10,0 mL Glycerin
    ad 1,0 mL H2Odemin.
    pH 7,2
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Pseudomonas syringae
HSC−Medium
Hointink−Sinden−Medium optimiert für Coronatin−Synthese (Palmer
und Bender, 1993)
Teil A: 1,0 g NH4Cl
0,2 g MgSO4
x 6 H2O
4,1 g KH2HPO4
3,6 g K2HPO4
0,3 g KNO3
10,0 mL FeCl3(2mM)
    ad 0,9 L H2Odemin.
    pH 6,8
Teil B: 20,0 g Glukose
    ad 0,1 L H2Odemin.
Die Lösungen wurden separat autoklaviert und vor dem Gebrauch
im Verhältnis 9:1 gemischt.
MG−Medium
Mannitol−Glutamat−Medium (Keane et al., 1970)
10,0 g Mannitol
2,5 g L−Glutaminsäure
0,5 g K2HPO4
0,2 g NaCl
0,2 g MgSO4 x 6 H2O
    ad 1,0 L H2Odemin.
    pH 7,0
IM−Medium
Induzierendes hrp−Minimalmedium (Huynh et al.,1989)
Teil A: 0,74 g K2HPO4
6,36 g KH2PO4
1,00 g (NH4)2SO4
0,35 g MgCl2 x6 H2O
0,10 g NaCl
    ad 0,90 L H2Odemin.
    pH 5,7
Teil B: 1,8 g Fruktose
    ad 0,1 L H2Odemin.
Die Lösungen wurden separat autoklaviert und danach im Verhältnis
9:1 gemischt.
3.1.6.4 Zellkulturmedium
Modifiziertes GAMBORG B5−Medium
100,0 mL SL1
1,0 mL SL2
5,0 mL SL3
100,0 mg meso−Inosit
10,0 mg Thiamin
1,0 mg Pyridoxin
1,0 mg Nikotinsäure
1,0 mg 2,4−Dichlorphenoxyessigsäure
20,0 g Saccharose
    ad 1,0 L H2Odemin.
    pH 5,5
Stammlösungen der Salze für B5−Medium
SL1: 1,5 g NaH2PO4
25,0 g KNO3
1,3 g (NH4)2SO4
2,5 g
MgSO4
x 6
H2O
1,5 g
CaCl2
x 2
H2O
7,5 mg KJ
    ad 1,0 L H2Odemin.
SL2:
25,0 mg
Na2MoO4
x 2
H2O
25,0 mg
CuSO4
x 5
H2O
25,0 mg
CoCl2
x 6
H2O
300,0 mg H3BO3
300,0 mg ZnSO4
x H2O
1000,0 mg MnSO4
x H2O
    ad 0,1 L H2Odemin.
SL3:
372,0 mg
Na2·EDTA
x 2
H2O
278,0 mg
FeSO4
x 7
H2O
    ad 0,1 L H2Odemin.
3.1.7 Mikroorganismen
Tab. 5:	In dieser Arbeit verwendete Mikroorganismen.
Mikroorganismus
Escherichia coli
DH5α
F−/endA1, deoR,
(φ80dlac∆(lacZ)M15),
recA1, gyrA (Nalr),
thi−1, hsdR17 (rK−,
mK+), supE44,
relA1,
∆(lacZYA−argF)U169
	Stratagene
(Heidelberg)
Pseudomonas syringae
 pv. glycinea
PG4180 (Wildtyp) COR+, CMA+, CFA+ 	Bender et al.,1993
PG4180.N9
Kmr; COR+, CMA+,
überproduziert
CFA+
	Ullrich et al.,
1994
PG4180.N9P1
Kmr, Gmr; COR−,
CMA−, CFA−, corS
−; Derivat von
PG4180.N9
	Ullrich et al.,
1995
PG4180.C0 Km
r; COR−, CMA−,
CFA+
	Bender et al.,
1993
PG4180.JB47
Smr/Spr; COR−,
CMA−, CFA+; trägt
MiniTn5 in
cmaABT−Operon
	Schergaut et al.,
	unveröffentlicht
PG4180.G70 Km
r; COR−,CMA+,
CFA−
	Bender et al.,
1993
PG4180.D4 Km
r; COR−, CMA−,
CFA−
	Bender et al.,
1993
PG4180.F7 Km
r; COR−, CMA−,
CFA−
	Bender et al.,
1993
Pseudomonas syringae
 pv. syringae
Pss61 COR−, CMA−, CFA− 	A. Collmer
Pseudomonas syringae
 pv. tomato
DC3000 COR+, CMA+, CFA+ 	D. A. Cuppels
Pseudomonas fluorescens
W4F trägt keinhrp−Genkluster 	D. C. Gross
3.1.8 Plasmide
Tab. 6:	In dieser Arbeit verwendete Plasmide.
Bezeichnung Charakteristika Quelle
pBlueskript II SK Apr; Klonierungsvektor 	Stratagene
	(Heidelberg)
pT7−7 Apr;Überexpressionsvektor 	S. Tabor
pCAM140 Ap
r
, Smr/Spr; enthält MiniTn5 bestehend aus promotorlosem uidA−Gen,
Smr/Spr−Resistenz−genkassette und IS50−Element 	Wilson et al., I995
pRGMU1 Smr/Spr; enthält ein 2,9 kb PstI−Fragment mit cmaABT−Promotorregion in pRG960sd 	Ullrich und 	Bender,1994
pRGMU3 Sm
r/Spr; enthält ein 1,4 kb
SalI/EcoRV−Fragment mit konstitutiver cmaU−Promotorregion in pRG960sd
	Ullrich und 	Bender,
1994
pRG960sd Smr/Spr; enthält promotorloses uidA−Gen mit Shine−Dalgarno−Sequenz 	Van den Eede 	et al.,1992
pRK415 Tc
r; mob+; Klonierungsvektor,
RK2−Derivat 	Keen et al., 1988
pRK2013 Kmr; mob+; tra+; Helferplasmid für Konjugationen 	Figurski und 	Helsinki,1979
pMUH34 Tcr; enthält corRSP auf einem 3,4 kb−HindIII/EcoRI−Fragment in pRK415 	Ullrich et al., I995
pMUH72 Tc
r; enthält ein 7,2 kb HindIII−Fragment aus der CMA−biosynthetischen Region des
COR−Genklusters in pRK415 	Ullrich et al., I994
pT7E36R Ap
r; enthält ein 3,6 kb EcoRI−Fragment aus der biosynthetischen CMA−Region des
COR−Genklusters in pT7−7
	M. Ullrich,
	unveröffentlicht
pHIR11 Tcr; enthält gesamtes hrp−Genkluster aus P. syringae pv. syringae 	Huang et al., I988
pDRL3D Kmr; enthält hrpL aus P. syringae pv. syringae unter Kontrolle des Plac−Promotors 	S. W. Hutcheson
pDRL3DSp Kmr, Smr/Spr; enthält Smr/Spr−Resistenzgenkassette aus pCAM140 in pDRL3D 	diese Arbeit
3.1.9 cDNA−Klone
Tab. 7:	In dieser Arbeit verwendete cDNA−Klone.
cDNA−Klon Charakteristika Quelle
PAL aus Tabak stammende Phenyl−Ammoniak−Lyase cDNA; 1,8 kb EcoRI−Fragment inpBlueskript II SK 	Pellegrini et al., 1994
PR−1a aus Tabak stammende PR−1a cDNA;600 bp ApaI/SacI−Fragment in pBlueskript II SK 	Uknes et al., 1993
PRP1−1 aus der Kartoffel stammende Glutathion−S−Transferase cDNA; 770 bp EcoRI−Fragmentin pBS (+)
	Hahn und Strittmatter,
I994
3.1.10 Pflanzenmaterial
Sojabohnenpflanzen (Glycine max (L.) Merrit cv. Maple Arrow), Tomatenpflanzen (Lycopersicum esculentum
cv. Harzfeuer), Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum (L.) cv. Granola), Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum
cv. Petit Havana SR1 [Maliga et al., 1973] und Nicotiana tabacum cv. Xanthi, die chromosomal einen
Promotor eines Peroxidase−Gens aus Stylosanthes humilis vor einem promotorlosen −Glucuronidase−Gen
tragen [Curtis et al., 1997]) sowie Apfelsämlinge (Golden Delicious) wurden im Gewächshaus (20−25 °C,
60 % relative Luftfeuchte und ca. 15.000 Lux) in einem P/T−Einheitserdegemisch kultiviert (1:1 mit ca. 1/10
Vol. Quarzsand).
3.1.11 Zellkultur
Die Sojabohnenzellkultur (Glycine max (L.) cv. Mandarin; freundlicherweise von Dr. B. Schmidt (RWTH
Aachen) zur Verfügung gestellt) wurde in 500 mL Erlenmeyerkolben, die 125 mL modifiziertes B5−Medium
(Gamborg et al., 1968) enthielten, auf einem Schüttler (180 Upm; UNIMAX 2010) bei 28 °C im Dunkeln
kultiviert. Zur Subkultivierung wurden jede Woche 4 g der Zellkultur in frisches B5−Medium überführt.
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3.2.1 Wachstumsbedingungen für Bakterienkulturen
3.2.1.1 Wachstum von Escherichia coli
E. coli−Zellen wurden auf LB−Agarplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Von den
frisch gewachsenen Kolonien wurden Flüssigkulturen in LB−Medium angeimpft und über Nacht bei
37 °C aerob angezogen. Kleine Volumina (1,2 mL) wurden in Eppendorfgefäßen oder Reagenzgläsern
(5 mL) und größere Volumina (100 mL) in Erlenmeyerkolben bei 250 Upm auf einem Rundschüttler
(3019, GFL) inkubiert.
3.2.1.2 Wachstum von Pseudomonas syringae
P. syringae−Zellen wurden auf MG−Agarplatten ausgestrichen und vier Tage bei 28 °C inkubiert. Von
den frisch gewachsenen Kolonien wurden Flüssigkulturen (HSC, IM, KB) angeimpft. Die Kulturen
wurden bei 18 oder 28 °C in einem Brutschrank mit integriertem Schüttler (Inkubator 4230, New
Brunswick Scientific) bei 280 Upm inkubiert. Kulturen bis 10 mL wurden in Reagenzgläsern mit einer
Neigung von 45° und größere Volumina (100−200 mL) in 1L−Erlenmeyerkolben herangezogen.
3.2.1.3 Stammhaltung
Zur Stammhaltung wurden die entsprechenden Bakterien auf MG− oder LB−Agarplatten ausgestrichen
und 3−4 Tage bei 28 °C (P. syringae) bzw. 1 Tag bei 37 °C (E. coli) inkubiert. Von den frisch
gewachsenen Kolonien wurden 1−2 Impfösen in 1 mL 15 %−iger Glycerinlösung resuspendiert und die
Zellen bei −80 °C gelagert.
3.2.2 Isolation von Plasmid−DNA
Plasmide wurden zumeist aus E. coli−Kulturen isoliert, die aus einer Einzelkolonie von einer
LB−Agarplatte angeimpft und über Nacht bei 37 °C in LB−Flüssigmedium bei 250 Upm (Rundschüttler
3019, GFL) geschüttelt wurden. Für die Plasmidpräparation aus E. coli wurden zwei Methoden
angewandt. Zur präparativen Isolation (100 µg) hochreiner Plasmid−DNA wurde der Plasmid Midi Kit der
Firma Qiagen benutzt. Zur Schnellpräparation kleinerer Mengen Plasmid−DNA (10 µg) erfolgte die
Isolation nach der Mini−Screen−Vorschrift (modifizierte Methode nach Birnboim und Doly, 1979). Beide
Verfahren beruhen auf der alkalischen Zellwand−Lyse bei gleichzeitiger Denaturierung der genomischen
und der Plasmid−DNA. Durch die nachfolgende Absenkung des pH−Werts werden genomische DNA
und bakterielle Proteine ausgefällt, während die Plasmid−DNA in Lösung bleibt und renaturiert wird.
N a c h  A b t r e n n u n g  d e r  g e f ä l l t e n  K o m p o n e n t e n  w i r d  d i e  P l a s m i d − D N A  ü b e r  e i n e
Anionenaustauschersäule aufgereinigt oder direkt mit Isopropanol gefällt. Das Pellet wurde mit 500 µL
eiskaltem 70 %−igen Ethanol gewaschen, nachfolgend zentrifugiert (20 min, 13.600 g), an der Luft
getrocknet und in 25−200 µL sterilem Wasser aufgenommen. Der Plasmid−DNA Gehalt wurde
spektrophotometrisch bestimmt (3.2.5.3).
3.2.3 Isolation von natürlich in Pseudomonas syringae
vorkommenden Plasmiden
Die Isolation der Plasmide aus P. syringae erfolgte nach der modifizierten Methode von Kado und Liu
(1981). Diese Methode beruht auf einem Zellaufschluß über alkalische Lyse. Zellen von P. syringae
wurden über Nacht in 5 mL KB−Medium bei 28 °C und 280 Upm (Inkubator 4230, New Brunswick)
herangezogen. 1 mL der Übernachtkultur wurde in ein Eppendorfgefäß überführt und 30 sec bei 13.600
g zentrifugiert. Das verbleibende Pellet wurde in 166 µL E−Puffer (40 mM Tris/Essigsäure; 2 mM EDTA;
pH 7,9) resuspendiert und anschließend mit 333 µL Lyse−Puffer (50 mM Tris/HCl; 3 % SDS; pH 12,6)
versetzt. Nach vorsichtigem Durchmischen wurde die Probe 60 min bei 65 °C inkubiert. Nachfolgend
wurden je 500 µL Phenol und Chloroform zugegeben und der Ansatz 1 min lang vorsichtig geschwenkt.
Nach 10−minütiger Zentrifugation bei 10.000 g wurden von der oberen, wäßrigen Phase maximal 250
µL abgenommen. Die Auftrennung der unbehandelten Plasmid−DNA erfolgte über ein 0,8 %−iges
Agarosegel (3.2.5.5). Dazu wurden zwischen 10 und 20 µL auf das Gel aufgetragen und die
Gelelektrophorese bei 55 V über 4,5 h mit einem hochmolekularen DNA−Größenstandard als Referenz
durchgeführt.
3.2.4 Isolation von genomischer DNA
Die Isolat ion genomischer DNA erfolgte durch die Cetylhexatr imethylammoniumbromid
(CTAB)−Extraktion. Bei dieser Methode werden störende Polysaccharide und Proteine durch
Komplexbildung mit CTAB abgetrennt (Ausubel et al., 1987). Von einer KB−Übernachtkultur wurden 1,5
mL 2 min bei 8.000 g zentrifugiert. Die Zellen wurden in 567 µL TE−Puffer (10 mM Tris/HCl; 1 mM
EDTA; pH 8,0) gründlich resuspendiert. Zur nachfolgenden Lyse der Bakterienzellen wurden dem
Ansatz 30 µL SDS−Lösung (10 %) und 3 µL Proteinase K (20 mg/mL) zugegeben, gemischt und 1 h bei
37 °C inkubiert. Um Proteine und Polysaccharide zu entfernen, wurden 100 µL 5 M NaCl−Lösung und
80 µL CTAB/NaCl−Lösung (10 % (w/v) CTAB; 0,7 M NaCl) hinzugegeben und 10 min bei 65 °C
inkubiert. Nachfolgend wurde der Ansatz mit 700 µL Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt,
gründlich gemischt und 15 min bei 13.600 g zentrifugiert. Die wäßrige Phase wurde in ein
Eppendorfgefäß überführt, mit 700 µL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschüttelt und
wiederholt zentrifugiert. Zur Präzipitation der hochmolekularen DNA wurde die wäßrige Phase mit 0,6
Volumenteilen Isopropanol versetzt und 30 min bei 13.600 g zentrifugiert. Das Waschen der DNA
erfolgte mit 70 %−igem Ethanol. Nach abschließender Zentrifugation für 20 min bei 10.000 g wurde das
DNA−Pellet an der Luft getrocknet und in 50 µL TE−Puffer resuspendiert.
3.2.5 Prinzipielle Verfahren zur DNA−Analyse
3.2.5.1 Phenol/Chloroform Extraktion
(Colter et al., 1962) Zur Reinigung der Nukleinsäuren von Proteinen wurde die DNA
enthaltende Lösung mit dem gleichen Volumen an Phenol versetzt, gut geschüttelt und für 5
min bei 10.000 g zentrifugiert. Nach Abnahme der oberen, wäßrigen Phase wurde diese mit
dem gleichen Volumenanteil Chloroform versetzt, gut durchmischt und für 5 min bei 10.000 g
zentrifugiert. Die obere Phase wurde erneut abgenommen und die Nukleinsäure mittels einer
Ethanolpräzipitation isoliert (3.2.5.2).
3.2.5.2 Ethanolpräzipitation von Nukleinsäuren (Sambrock et al., 1989)
Bei dieser Methode, die zum Ankonzentrieren von DNA eingesetzt wird, werden
Nukleinsäuren durch Zugabe von Ethanol und Salz als Natriumsalze aus wäßrigen Lösungen
ausgefällt. Die DNA−Lösung wurde mit 1/10 des Ausgangsvolumens 3 M
Natriumacetat−Puffer (pH 5,8) und dem 2,5−fachen des Ausgangsvolumens eisgekühltem,
absoluten Ethanol versetzt. Die Präzipitation erfolgte für 30 min bei −80 °C. Im Anschluß
wurde für 30 min bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert, der Überstand abgetrennt und das
getrocknete Pellet in TE−Puffer aufgenommen.
3.2.5.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren (Sambrock et al., 1989)
Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsäuren wurde photometrisch in wäßriger Lösung
durchgeführt. Die Messung der Absorption erfolgte zwischen 260 und 280 nm. Aus den
erhaltenen Absorptionswerten wurde die Konzentration der Nukleinsäure berechnet und ihre
Reinheit abgeschätzt. Nukleinsäuren besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine
bei 280 nm. Bei einem Quotienten E260 / E280 von 1,8 − 2,0 beträgt die Reinheit der DNA
70−95 %.
OD260 nm = 1,0 doppelsträngiger DNA entsprechen etwa
      50 µg DNA /
mL
OD260 nm = 1,0 einzelsträngiger DNA entsprechen etwa
      33 µg DNA /
mL
OD260 nm = 1,0 RNA entsprechen etwa
      40 µg RNA /
mL
3.2.5.4 Hydrolytische Spaltung von Nukleinsäuren mit
Restriktionsendonukleasen (Nathans und Smith, 1975)
Die sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte mit TypII− sRestriktionsendonukleasen,
die palindromische Sequenzen erkennen. Durch die Spaltung der Erkennungssequenz (4−8
Nukleotide) entstehen glatte oder einzelsträngige 3´− bzw. 5´− überhängende Enden.
Die in TE−Puffer bzw. Wasser gelöste DNA wurde mit der entsprechenden
Restriktionsendonuklease und dem dazugehörigen Reaktionspuffer versetzt und zwischen 2
und 16 h bei 30 oder 37 °C inkubiert. Die Berechnung der notwendigen Enzymmengen
erfolgte in der Regel nach der Formel: 1 U spaltet 1 µg DNA pro h. Die Reaktion wurde mit
Hilfe der Agarosegelelektrophorese (3.2.5.5) überprüft.
3.2.5.5 Agarosegelelektrophorese
Zur Analyse oder Präparation von DNA−Fragmenten wurden diese in Agarosegelen im
elektrischen Feld aufgetrennt. Die Auftrennung von linearen, doppelsträngigen
DNA−Fragmenten in einem elektrischen Feld beruht auf der Tatsache, daß die
elektrophoretische Beweglichkeit der DNA antiproportional zum Logarithmus der Anzahl der
Basenpaare ist (Meyers et al., 1976). Nach Zugabe von Ethidiumbromid, welches in
GC−Paare der DNA interkaliert, können DNA−Fragmente unter UV−Licht aufgrund der
Abgabe von Fluoreszenzlicht sichtbar gemacht werden.
Der verwendete Agarosegehalt der Gele richtete sich nach der Größe der zu trennenden
Fragmente und variierte zwischen 0,8−1,5 % (w/v). Die entsprechende Agarosemenge wurde
in 1 x TAE−Puffer (40 mM Tris/Essigsäure; 1 mM EDTA) bis zur Homogenität aufgekocht
und nach dem Abkühlen auf 50−60 °C in eine Gelkammer mit Gelkamm gegossen.
DNA−Proben wurden mit 1/10 Vol. Probenpuffer (0,25 % Bromphenolblau; 0,25 %
Xylencyanol; 40 % Saccharose) versetzt und zur Elektrophorese in die geformten Geltaschen
gegeben. Als Standard zum Größenvergleich wurde ein "1 kb"−Marker oder ein "High
molecular weight"−Marker (GIBCO BRL, Eggenstein) eingesetzt. Die angelegte Spannung
während der Elektrophorese betrug je nach der Größe der Gelkammer bzw. des Gels 80−120
V. Die Gele wurden in Ethidiumbromidlösung (2 µg/mL EtBr in 1 x TAE−Puffer) gefärbt und
im UV−Durchlicht bei 312 nm fotografiert. Bei präparativen Gelen wurde die interessierende
Bande mit einem Skalpell herausgeschnitten. Die Extraktion von DNA−Fragmenten erfolgte
mittels des QIAEX II Kits der Firma Qiagen (3.2.5.5.1).
3.2.5.5.1 Elution von DNA−Fragmenten aus Agarosegelen
Die Isolation der DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAEX II Kits der Firma
Qiagen. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der selektiven und quantitativen Adsorption von
DNA an Silicagel−Partikel unter Hochsalzbedingungen. Die DNA bleibt während des
Waschvorgangs an die Silica−Partikel gebunden und kann am Ende der Aufreinigung
spezifisch abgelöst werden.
Das gewünschte DNA−Fragment wurde unter UV−Licht (312 nm) mit Hilfe eines Skalpells
aus einem Agarosegel herausgeschnitten. Nach Ermittlung des Gelgewichts wurden pro
100 mg Gewicht 300 µL QX1−Puffer (Qiagen, Hilden) zugegeben und der Ansatz für ca.
10 min bei 50 °C inkubiert. Die hohe Konzentration an chaotrophem Salz in dem QX1−Puffer
schwächt die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Zuckern im Agarosepolymer und
erlaubt somit ein Auflösen des Gels. Nachfolgend wurde der Ansatz mit 30 µl der QIAEX
II−Silicagel−Suspension versetzt und erneut für 10 min bei 50 °C inkubiert, wobei die Lösung
alle 2 min geschüttelt wurde, um die Silicagel−Partikel in Suspension zu halten. Die
Silicagel−Partikel mit der gebundenen DNA wurden durch aufeinanderfolgende
Zentrifugation (1 min; 10.000 g) und Resuspendierung je einmal in 500 µL QX1−Puffer und
zweimal in 500 µL QE−Puffer (50 mM Tris/HCl; 1,25 M NaCl; 15 % Ethanol; pH 8,5)
gewaschen. Nach dem Trocknen des Pellets für 10 min bei RT wurde dieses mit 30 µL
Wasser versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Die unlöslichen Silicagel−Partikel wurden
durch Zentrifugation (1 min; 10.000 g) von der in der Lösung vorliegenden DNA abgetrennt.
Die eluierte DNA wurde gelelektrophoretisch überprüft (3.2.5.5).
3.2.6 Klonierung von DNA−Fragmenten
DNA−Fragmente, die in einen Vektor kloniert werden sollten, wurden mit der entsprechenden
Restriktionsendonuklease behandelt (3.2.5.4). Das gespaltene DNA−Fragment wurde auf
einem Agarosegel aufgetrennt (3.2.5.5) und aus diesem anschließend isoliert (3.2.5.5.1).
Vektoren wurden mit derselben Restriktionsendonuklease gespalten, mittels
Phenol/Chloroform extrahiert (3.2.5.1) und mit Ethanol ausgefällt (3.2.5.2). Das gereinigte
DNA−Fragment wurde durch Ligation in einen Vektor inseriert (3.2.6.1) und nachfolgend in
kompetente E. coli−Zellen transformiert (3.2.6.3).
3.2.6.1 Ligation von DNA−Fragmenten (Feretti und Sgaramella, 1981)
Die Enden von Nukleinsäure−Molekülen werden durch DNA−Ligasen verknüpft, die unter
Verbrauch von ATP die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer freien
5´−Phosphatgruppe und einer freien 3´−Hydroxylgruppe katalysieren. Zwei beliebige
dsDNA−Moleküle mit freien kompatiblen 5´− und 3´−Enden können auf diese Weise
kovalent zusammengefügt werden.
Vektor− und Insert−DNA wurden in einem Verhältnis von 1:2 in Bezug auf deren Molaritäten
eingesetzt, wobei die Gesamtmenge an Vektor DNA ca. 100 ng betrug. Entsprechend der
Insertlänge variierte die benutzte Menge an Insert−DNA. Für einen 20 µL Ligationsansatz
wurden eingesetzt:
x ng Vektor−DNA
y ng Insert−DNA
2 µL 10 x T4−Ligase−Puffer
2 µL T4 −Ligase (10 U/µL)
ad     20 µL Wasser
Dieser Ansatz wurde über Nacht bei 16 °C inkubiert und anschließend direkt zur
Transformation in E. coli−Bakterien verwendet (3.2.6.3).
3.2.6.2 Herstellung Calcium−kompetenter E. coli−Zellen
Zellen, die in der Lage sind, Fremd−DNA aufzunehmen, bezeichnet man als kompetente
Zellen. Bei E. coli−Zellen kann dieser zeitlich begrenzte Zustand durch die Behandlung mit
CaCl2 oder RbCl2 induziert werden (Mandel und Higa, 1970; Dagert und Ehrlich, 1979).
10 mL LB−Medium wurden mit einer auf LB−Agar gewachsenen Einzelkolonie von E. coli
inokuliert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 5 mL dieser Übernachtkultur wurden in
500 mL LB−Medium überimpft und bis zum Erreichen einer Zelldichte von OD600 nm = 0,4
bei 37 °C inkubiert. In diesem Stadium befindet sich ein Großteil der Zellen in der frühen
exponentiellen Wachstumphase, in der die Kompetenz gut induziert werden kann. Die Zellen
wurden für 10 min auf Eis belassen und danach in einem SLA3000−Rotor 5 min bei 4.500 g
und 4 °C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 240 mL eiskalter
Magnesiumchloridlösung (0,1 M) resuspendiert, erneut zentrifugiert und anschließend in
240 mL eiskalter Calciumchloridlösung (0,1 M) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das Pellet in 43 mL einer 0,1 M Calciumchloridlösung resuspendiert. Nach Zugabe von
7 mL sterilem Glycerin (98 %) wurde der Zentrifugenbecher vorsichtig geschwenkt, um eine
homogene Mischung zu erhalten. Jeweils 200 µL Aliquots wurden in flüssigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei −80 °C aufbewahrt.
3.2.6.3 Transformation in Calcium−kompetente E. coli−Zellen und
anschließende Selektion
Durch die Transformation werden Plasmide in kompetente E. coli−Zellen übertragen. Da der
verwendete Vektor pBlueskript II SK (3.1.8) das Gen für −Lactamase enthält, können nur
solche Bakterien auf Ampicillin−Agarplatten anwachsen, die das Plasmid aufgenommen
haben. Da das Reportergen für −Galaktosidase (lacZ) die multiple Klonierungsstelle enthält,
kann mittels der sogenannten Blau−Weiß−Selektion auf X−Gal enthaltenen Agarplatten
überprüft werden, welche Plasmide rekombinant sind und ein Insert enthalten. Nach Induktion
durch IPTG kann das Enzym −Galaktosidase in den Bakterien exprimiert werden. Dieses
Enzym wandelt das den Agarplatten zugesetzte Substrat X−Gal in einen blauen Farbstoff um.
Bakterien ohne Insert erscheinen deshalb auf Apr/X−Gal−Platten blau. Enthält der Vektor
inserierte DNA, wird das Leseraster des lacZ−Gens verschoben bzw. unterbrochen und die
Bildung der −Galaktosidase unterbleibt. Dementsprechend erscheinen Zellen, die
rekombinante Plasmide tragen, als weiße Kolonien.
Zu 10 µL Ligationsansatz (3.2.6.1) wurden 200 µL Calcium−kompetente Zellen (3.2.6.2)
pipettiert und 30 min bei 0 °C inkubiert. Durch den nachfolgenden Hitzeschock bei 42 °C für
90 sec wurde die Aufnahme der Plasmide induziert. Der Ansatz wurde für 2 min auf Eis
inkubiert, mit 400 µL LB−Medium versetzt und für 45 min bei einer Temperatur von 37 °C
geschüttelt. Das Ausplattieren erfolgte auf Apr/X−Gal−Platten, die über Nacht bei 37 °C
inkubiert wurden.
3.2.7 Herstellung von elektrokompetenten
Pseudomonas−Zellen
Die Herstellung elektrokompetenter Pseudomonas−Zellen erfolgte nach einem modifizierten
Protokoll der Firma BioRad (München).
Von einer frischen Agarplatte wurde eine Einzelkolonie von P. syringae abgenommen, über
Nacht in 5 mL KB−Medium inkubiert und die Bakterien in der frühen exponentiellen Phase
geerntet (OD600 nm = 0,5−0,65). Nach 5−minütiger Abkühlung auf Eis wurden die
Bakterienzellen in sterilen 50 mL−Zentrifugationsröhrchen pelletiert (5 min; 5.000 g; 4 °C).
Das erhaltene Pellet wurde in 5 mL 0,5 M Saccharose resuspendiert. Nachfolgend wurden die
Bakterienzellen erneut pelletiert und wiederholt zweimal in 5 mL 0,5 M Saccharose
gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 1 mL 0,5 M
Saccharose resuspendiert und für maximal 4 h auf Eis belassen, bevor sie für die
anschließende Elektroporation eingesetzt wurden.
3.2.8 Elektroporation von Bakterienzellen
Die Elektroporation dient der Übertragung von Plasmiden in elektrokompetente Zellen. Durch
eine kurzzeitige Öffnung in den Membranen mittels Hochspannung kann die Aufnahme der
DNA erfolgen.
Zu jeweils 40 µL elektrokompetenten P. syringae−Zellen (3.2.7) wurden 0,1−5 µg
Plasmid−DNA gegeben. Dieses Gemisch wurde in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette
mit 0,2 cm Spaltbreite überführt und in die Küvettenklammer des GenePulser−Apparats
(BioRad, München) gestellt. Das Gerät wurde nachfolgend mit folgenden Einstellungen
gestartet:
GenePulser : 25 µF / 2,5 kV
Pulser Controller : 200 Ω
Erfolgreiche Elektroporationen ließen sich erwarten, wenn die Zeitkonstante τ im Bereich
zwischen 4,8−5,3 ms lag. Nach erfolgter Elektroporation wurden die Pseudomonas−Zellen
sofort in 1 mL KB−Medium aufgenommen und für 1,5 h bei 28 °C schüttelnd inkubiert.
Anschließend wurden Aliquots von 100 und 800 µL der Zellsuspensionen auf entsprechendem
Selektivagar ausplattiert.
3.2.9 Konjugativer Transfer von Plasmiden
Zum Transfer von Plasmiden in P. syringae wurde der Mechanismus der natürlichen
Plasmid−Konjugation durch "triparentales mating" angewendet. Dabei wird ein
mobilisierbares Plasmid (mob+) eines Donorbakteriums unter Zuhilfenahme eines zweiten
Bakteriums, das ein Plasmid mit tra−Genen (pRK2013) enthält, in ein Rezipientenbakterium
transferiert. Sowohl das Donorbakterium mit dem mobilisierbaren Plasmid als auch das
Helferbakterium waren E. coli−Stämme. Rezipient war jeweils ein P. syringae−Stamm, der
sich nach erfolgreicher Transkonjugation durch den Erwerb einer zusätzlichen
Antibiotika−Resistenz auszeichnete und sich somit auf einer die entsprechenden Antibiotika
enthaltenden Agarplatte selektionieren ließ.
Die Rezipientenstämme wurden 3−4 Tage vor Versuchsbeginn auf MG−Platten
ausgestrichen. Einen Tag vor der Konjugation wurde gleichfalls der Donor− bzw. der
Helferstamm auf LB−Platten ausgestrichen, die jeweils das für den Stamm maßgebliche
Antibiotikum enthielten. Im Experiment wurde wenig Zellmaterial der E. coli−Stämme und
etwa eine Impföse Zellmaterial der P. syringae−Stämme in jeweils 1 mL sterilem Wasser
resuspendiert. Die Konjugation selbst wurde durchgeführt, indem von den Zellsuspensionen
jeweils 20 µL des E. coli−Donor− und des Helferstamms mit 40 µL eines der
Pseudomonas−Rezipientenstämme in einen Reaktionsgefäß gemischt wurden und das so
erhaltene Gemisch auf einer antibiotikafreien KB−Platte zu jeweils 10 µL aufgetropft wurde.
Nach dem Eintrocknen der Suspension wurden die Platten bei 28 °C über Nacht inkubiert.
Am folgenden Tag wurde aus einem überwachsenen Tropfen ein wenig Zellmaterial mit der
Impföse entnommen und in 1 mL sterilem Wasser resuspendiert. Von der so erhaltenen
Zellsuspension wurde eine Verdünnungsreihe (1 x 10−1 bis 1 x 10−6) in sterilem PBS−Puffer
(140 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4; pH 7,4) angefertigt und
jeweils 100 µL der Verdünnungen auf MG−Platten mit den entsprechenden Antibiotika
ausplattiert. Nach viertägiger Inkubation bei einer Temperatur von 28 °C wurden die so
erhaltenen Einzelkolonien auf einer neuen antibiotikahaltigen MG−Platte ausgestrichen, um
eventuell verbliebene E. coli−Zellen zu entfernen. Nach einem weiteren Ausstrich wurden
P. syringae−Reinkulturen erhalten. Der Besitz des rekombinanten Plasmids in den
Transkonjuganten wurde durch Plasmidpräparationen bestätigt (3.2.2).
3.2.10 Markierungen von DNA und RNA
3.2.10.1 Nicht−radioaktive Markierung von DNA mit Digoxygenin
Zur nicht−radioaktiven Markierung von DNA wurde der "DIG DNA Labeling and Detection
Kit" der Firma Boehringer Mannheim (Mannheim) benutzt. Dieser Art der Markierung von
DNA liegt die Methode der zufälligen Primermarkierung zugrunde (Feinberg und Vogelstein,
1983). Oligonukleotide hybridisieren zufällig mit dem für die Sonde ausgewählten
DNA−Fragment, welches denaturiert vorliegt. Die 3´−OH−Enden der hybridisierten
Oligonukleotide dienen der DNA−Polymerase (Klenow−Fragment) als Primer für die
Synthese des komplementären DNA−Strangs. Das zugesetzte Oligonukleotidgemisch enthält
zusätzlich DIG−11−dUTPs.
Das zu markierende DNA−Fragment (0,5 bis 3 µg) wurde 10 min bei 95 °C denaturiert und
anschließend sofort in ein Eis−Ethanolbad gestellt. Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert und
nacheinander 2 µL 10 x Hexanukleotidmix, 2 µL dNTP−Markierungsmix (1mM
dATP/dCTP/dGTP; 0,65 mM dTTP; 0,35 mM DIG−dUTP) und 1 µL Klenow Enzym (2
U/µL) zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Um den
Markierungsansatz zu stoppen und die DNA zu fällen, wurden dem Ansatz 1 µL EDTA (0,5
mM), 2,5 µL LiCl (4 M) und 75 µL Ethanol (95 %) zugefügt und anschließend für 30 min bei
−20 °C inkubiert. Der Präzipitation folgten Waschen mit 70 %−igem Ethanol, Trocknen der
DNA und Resuspension in 50 µL sterilem Wasser. Die fertige Sonde wurde direkt für
Northern− oder Southernblot−Analysen (3.2.11 und 3.2.12.3) eingesetzt oder zunächst bei
−20 °C gelagert.
3.2.10.2 Nicht−radioaktive Markierung von RNA mit Digoxygenin
Zur Markierung von RNA−Fragmenten wurde der "DIG RNA Labeling Kit (Sp6/T7)" der
Firma Boehringer Mannheim (Mannheim) benutzt. Bei diesem Verfahren wird die DNA
durch Anwesenheit von RNA−Polymerase in vitro transkribiert und anwesende DIG−dUTPs
zufällig in die gebildete RNA eingebaut (Feinberg und Vogelstein, 1983). Zur Herstellung
von RNA−Sonden wurde das entsprechende DNA−Fragment in pBlueskript II SK kloniert
und das entstandene Plasmid anschließend mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen am 3´−
bzw. 5´−Ende des Inserts linearisiert. 1 µg der linearisierten und aufgereinigten
Plasmid−DNA wurde mit 2 µL 10 x dNTPs (10 mM), 2 µL 10 x Transkriptionspuffer, 1 µL
RNase−Inhibitor (20 U/µL) und 2 µL RNA−Polymerase (T3 oder T7) versetzt. Mit
DEPC−behandeltem Wasser wurde der Ansatz auf 20 µL aufgefüllt und für 2 h bei 37 °C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden 2 µL RNase−freie DNase (10 U/µL) zugefügt und der
Ansatz für 10 min bei 37 °C inkubiert, um die DNA zu hydrolysieren. Die Inhibition der
DNase erfolgte mit 2 µL EDTA (0,5 M; pH 8,0). Nach der Zugabe von 2,5 µL LiCl (4 M) und
75 µL absolutem Ethanol erfolgte die Präzipitation der RNA für 30 min bei −80 °C. Der
Präzipitation folgten Waschen mit 70 %−igem Ethanol, Trocknen der RNA und Resuspension
in 50 µL DEPC−behandeltem Wasser. Die so hergestellte Sonde wurde direkt für
Northernblot−Analysen (3.2.12.3.1) eingesetzt oder zunächst bei −80 °C gelagert.
3.2.10.3 Radioaktive Markierung von DNA
Zur Herstellung radioaktiv markierter DNA wurde der "Random Prime IT Kit" der Firma
Stratagene (Heidelberg) verwendet. Das Random−Prime−Labeling beruht ebenfalls auf der
Methode von Feinberg und Vogelstein (1983), wobei Hexanukleotid−Primer, die sich an
mehreren Stellen der denaturierten DNA anlagern, als Primer für das Klenow−Fragment der
DNA−Polymerase I dienen.
Zu 25 ng (1 µL) DNA−Fragment wurden 10 µL Hexanukleotid−Primer und 23 µL H2O
gegeben. Die Denaturierung erfolgte für 5 min bei 95 °C. Anschließend wurden 10 µL 5 x
Primer−Puffer, 5 µL markiertes Nukleotid ([α−32P]dCTP; 3000 Ci/nmol), 1 µL
Klenow−Enzym (1U/µL) zugegeben und für 10 min bei 37 °C inkubiert. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden 2 µL Stop−Mix (0,5 M EDTA) zugegeben.
3.2.10.3.1 Reinigung der radioaktiv markierten DNA über Biospin−6−Säulen
Um nicht eingebaute Nukleotide aus der Reaktion zu entfernen, wurde der Ansatz nach
erfolgter Reaktion (3.2.10.3) auf eine Biospin−6−Säule (BioRad, München) aufgetragen, die
zuvor zur Entfernung des Äquilibrierungspuffers für 2 min bei 5.000 g zentrifugiert wurde.
Nach der Überführung der radioaktiven DNA−Lösung auf die Säule, die sich in einem
Falcon−Röhrchen mit Eppendorfgefäß befand, wurde zur Elution weitere 4 min bei 5.000 g
zentrifugiert. Das gereinigte und radioaktiv−markierte DNA−Fragment wurde in dem
Eppendorfgefäß aufgefangen und der Einbau der Radioaktivität mittels eines
Szintillationszählers bestimmt.
3.2.10.3.1 Bestimmung der spezifischen Aktivität der markierten Probe
Zur quantitativen Bestimmung des Einbaus radioaktiver Nukleotide wurde ein 1 µL Aliquot
der markierten Probe entnommen, in 10 mL Wasser verdünnt und im Szintillationszähler
gemessen. Aus den ermittelten Counts pro Minute wurde die spezifische Aktivität der Probe
berechnet. Für die Hybridisierungsreaktionen wurden nur DNA−Fragmente verwendet, die
mindestens eine spezifische Aktivität von ≥ 4 x 108 cpm/µg DNA aufwiesen.
3.2.11 Southernblot−Analyse
Die von Southern (1975) entwickelte Southernblot−Technik wird zur Übertragung von DNA
aus einem Agarosegel auf einen Membranfilter und deren nachfolgender Detektion mit einer
Sonde genutzt. Nach erfolgter Übertragung der DNA auf die Membran wird diese mit einer
spezifisch markierten DNA−Sonde unter denaturierenden Bedingungen inkubiert, so daß es
zu einer DNA−DNA−Hybridisierung kommen kann. Einzelsträngige Moleküle mit hoher
Homologie zueinander lagern sich aneinander und erzeugen Hybride auf dem Membranfilter.
Die DNA−DNA−Hybride können auf Grund der Markierung der Sonden−DNA
nachgewiesen werden. Je nach der Art der Sondenmarkierung geschieht dies mit
unterschiedlichen Techniken.
Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA (3.2.5.5) wurde das Agarosegel in einem
Ethidiumbromidbad gefärbt und anschließend fotografiert. Das Gel wurde kurz in Wasser
gewaschen und zur Depurinierung der DNA für 10 min in 0,25 M HCl geschwenkt. Danach
erfolgte die Denaturierung der DNA für 2 x 20 min in 1,5 M NaCl− und 0,5 M
NaOH−Lösung. Nach anschließender Neutralisation (2 x 15 min in 1,5 M NaCl; 1 mM EDTA
und 0,5 M Tris/HCl; pH 7,2) wurde die DNA mittels des VacuBlot−Systems auf eine
Nylonmembran (Hybond−N, Amersham) übertragen. Der Transfer erfolgte bei einem
Vakuum von 100 mbar und 500 mbar jeweils für 30 min in 2 x SSC (0,3 M NaCl; 30 mM
tri−Natriumcitrat−Dihydrat). Nach erfolgtem Transfer wurde die DNA mittels UV−Licht (3
min; 312 nm) auf der Membran fixiert. Die Nylonmembran wurde zunächst zur Vermeidung
von unspezifischen Bindungen für mindestens 2 h in 30 mL Hybridisierungs−mix (5 x SSC;
0,1 % Natriumlauroylsarcosin; 0,02 % SDS; 1 % Milchpulver) bei der entsprechenden
Hybridisierungstemperatur prähybridisiert. Anschließend wurde die mit Digoxygenin
markierte Sonde (3.2.10.1) 10 min bei einer Temperatur von 95 °C denaturiert und sofort auf
Eis gestellt, um eine Renaturierung der DNA zu vermeiden. Die Sonden−Lösung wurde in die
Hybridisierungsröhre, die bereits die Membran und 30 mL Hybridiserungsmix enthielten,
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte für mindestens 16 h. Die verwendeten
Hybridisierungstemperaturen (42−68 °C) richteten sich nach der erforderlichen Stringenz. Im
Anschluß an die Inkubation wurde die Membran 2 x 5 min mit je 50 mL 2 x SSC/0,1 % SDS
bei RT und 2 x 15 min mit je 50 mL 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei der entsprechend zuvor
benutzten Hybridisierungstemperatur gewaschen. Die Membran wurde 1 min in Puffer 1 (100
mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH 7,5) und anschließend für 30 min in Puffer 1 mit 0,5 %
Milchpulver inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in Puffer 1 erfolgte eine Inkubation
mit Anti−DIG−Antikörper−AP−Konjugat für 30 min. Nachfolgend wurde die Membran 2 x
15 min in Puffer 1 gewaschen und 3 min in Puffer 3 (100 mM Tris/HCl; 100 mM NaCl; 50
mM MgCl2 x 6 H2O; pH 9,5) äquilibriert. Die Detektion der Signale erfolgte mittels der
Chemolumineszenzreaktion auf Röntgenfilmen oder durch Farbreaktion mittels
5−Brom−4−chlor−3−indolylphosphat und Nitroblautetrazoliumsalz nach Angaben des
Herstellers (Boehringer Mannheim, Mannheim).
3.2.12 RNA−Isolation und Northernblot−Analyse
3.2.12.1 Isolation von Gesamt−RNA aus Bakterien
Bakterielle Gesamt−RNA wurde mit Hilfe des "RNeasy−Kits" der Firma Qiagen (Qiagen,
Hilden) oder mittels des "High Pure RNA Isolation Kits" der Firma Boehringer Mannheim
(Mannheim) nach Herstellerangaben gewonnen. Beide Methoden beruhen auf der
spezifischen Bindung der RNA an die Oberfläche von Silicagel unter Hochsalzbedingungen.
Die verwendeten Zellproben wurden zunächst unter denaturierenden Bedingungen lysiert, um
vorhandene RNasen zu inaktivieren. Nachfolgend wurden die Proben auf eine Silicagel−Säule
gegeben. Nach zweimaligem Waschen wurde die RNA mit 50 bis 100 µL
DEPC−behandeltem Wasser eluiert und sofort für die Northernblot−Analyse (3.2.12.3)
eingesetzt. Der RNA−Gehalt wurde spektrophotometrisch bestimmt (3.2.5.3).
3.2.12.2 Isolation von poly(A)+−RNA aus Pflanzen
Die Isolation der polyadenylierten eukaryontischen mRNA erfolgte mit Hilfe von Dynabeads
Oligo (dT)25 nach dem Protokoll der Firma Dynal (Oslo, Norwegen). Die Isolation von
poly(A)+−RNA basiert auf der Basenpaarung der poly(A)+−Reste mit einzelsträngigen
poly−dT−Oligonukleotiden, die kovalent an die Magnetkugeln (Dynabeads) gekoppelt sind. 1
mg Dynabeads binden ca. 2 µg poly(A)+−RNA. In der Regel wurde für 0,2 bis 0,5 g
Pflanzenmaterial 1 mg Dynabeads eingesetzt und das gesamte RNA−Eluat (15 µL) für eine
Northernblot−Analyse verwendet.
Durch den Einsatz gleicher Mengen an Gewebe und die nach oben begrenzte
Bindungskapazität der Dynabeads war ein quantitativer Vergleich der einzelnen Proben ohne
Konzentrationsbestimmung der isolierten mRNA möglich.
3.2.12.3 Northernblot−Analyse
15 µl Gesamt−RNA aus Bakterienzellen (3.2.12.1) oder 15 µl poly(A)+−RNA (3.2.12.2) aus
Pflanzenzellen wurden mit 6 µL 5 x Laufpuffer (0,2 M MOPS; 50 mM Natriumacetat; 5 mM
EDTA; pH 8,0), 10,5 µL Formaldehyd (37 %) und 30 µL deionisiertem Formaldehyd versetzt
und 15 min bei 56 °C denaturiert. Nach Zugabe von 6 µL Auftragspuffer (50 % Glycerin; 1
mM EDTA; 0,4 % Bromphenolblau; 0,4 % Xylencyanol; pH 8,0) und 2 µL Ethidiumbromid
(5 mg/mL) wurden die Proben auf einem 1 %−igen Agarosegel (mit 6,6 % Formaldehyd)
unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde bei 70 V für 4−6 h
durchgeführt, wobei nach zwei Stunden der Laufpuffer gewechselt wurde. Das Gel wurde
dreimal für 10 min in Wasser gewaschen und die RNA nachfolgend mittels des
Kapillarblotverfahrens (Sambrook et al., 1989) in 20 x SSC auf Nitrocellulosefilter
transferiert. Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte durch UV−Crosslinking. Die
weitere Durchführung richtete sich danach, ob der Northernblot radioaktiv oder
nicht−radioaktiv durchgeführt wurde.
3.2.12.3.1 Nicht−radioaktive Northernblot−Analyse
Zur Durchführung eines nicht−radioaktiven Northernblots wurde die Membran in 50 mL
Hybridisierungslösung (5 x SSC; 50 % (v/v) Formamid; 0,1 % Natriumlauroylsarcosin;
0,02 % SDS und 2 % Milchpulver) für mindestens 4 h bei 45 °C in einem
Hybridisierungsofen prähybridisiert. Zur Hybridisierung wurden 25 µL der
Digoxygenin−markierten RNA−Sonde (3.2.10.2) 10 min bei 95 °C erhitzt, danach für 5 min
auf Eis inkubiert und nachfolgend in die Glasröhre zur Membran und zur
Hybridisierungslösung gegeben. Die Hybridisierung wurde für mindestens 16 h bei 45 °C
durchgeführt.
Das Waschen des Filters erfolgte für 2 x 5 min in 2 x SSC/0,1 % SDS bei RT und für 2 x 15
min in 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei 45 °C. Im Anschluß an die Waschschritte erfolgte eine
Inkubation mit Anti−DIG−Antikörper−AP−Konjugat und die Detektion mittels
Sichtbarmachen der Chemolumineszenzreaktion auf Röntgenfilmen oder durch Farbreaktion
mittels 5−Brom−4−chlor−3−indolylphosphat und Nitroblautetrazoliumsalz nach Angaben des
Herstellers (Boehringer Mannheim, Mannheim).
3.2.12.3.2 Radioaktive Northernblot−Analyse
Der die RNA tragende Nitrocellulosefilter wurde mit 30 mL Annealing−Mix (0,5 mg/mL
gereinigte DNA aus Hering Sperma; 3 x SSC; 0,2 % Ficoll; 0,2 % Polyvinylpyrrolidon; 0,2 %
BSA; 50 mM Na2HPO4/NaH2PO4−Puffer, pH 7,0; 50 % deionisiertes Formamid) in eine
Glasröhre gegeben und für mindestens 4 h bei 42 °C im Hybridisierungsofen inkubiert.
Nachfolgend wurde die mittels des "Random Prime IT" Kits radioaktiv markierte
DNA−Sonde (3.2.10.3) in die Glasröhre gegeben. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei
42 °C im Hybridisierungsofen. Anschließendes Waschen des Filters erfolgte mit 0,1 %
SSC/0,1 % SDS für 15 min bei 50 °C. Dieser Waschvorgang wurde ein zweites Mal
wiederholt, bevor der Filter leicht angetrocknet in Folie verpackt wurde. Zur
Autoradiographie wurde ein Röntgenfilm direkt auf den von Folie umgebenen Filter gelegt.
Die Exposition erfolgte zwischen 2 h und 10 Tagen bei −80 °C. Wenn quantitative Aussagen
erforderlich waren, wurde mit Hilfe eines Phosphorimagers (Molecular Dynamics, Krefeld)
die Intensität der Banden ermittelt. Dieses System basiert auf der Photostimulation von
Phosphorkristallen, die extrem empfindlich auf − und γ−Strahlung reagieren. Die gespeicherte
Energie der Phosphorkristalle ist direkt proportional zu der spezifischen Aktivität der Probe.
3.2.13 Proteinbestimmung
Proteinkonzentrationen wurden mit der Methode nach Bradford (1976) bestimmt. Dieses
Testprinzip beruht auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie
Brillantblau G250 in saurer Lösung von 465 nm zu 595 nm durch die Bindung des Farbstoffs
an Protein. Die Bestimmung wurde in Mikrotiterplatten durchgeführt. Probe oder Standard
(1−10 µg Protein / 0,1 mL) wurden mit 1 mL Bradfordreagenz (8,5 % (v/v) H3PO4; 5 % (v/v)
Ethanol; 0,01 % (v/v) Coomassie Brillantblau G 250) versetzt und die Extinktion der Lösung
nach 10 min bei 600 nm gegen Wasser und Bradfordreagenz als Leerwert bestimmt. Zur
Erstellung von Eichgeraden wurden bei jeder Messung definierte Verdünnungsreihen an
Rinderserumalbumin (BSA) als Standard mitgeführt.
3.2.14 Überexpression von Genen mit dem Plac−Promotor
Plasmid pDRL3D enthält eine transkriptionelle Fusion des hrpL−Gens aus P. syringae pv.
syringae zum Plac−Promotor (S. W. Hutcheson, persönliche Mitteilung). Zur besseren
Selektion des Plasmids wurde in die HindIII−Schnittstelle eine Smr/Spr−Resistenzgenkassette
eingefügt, um pDRL3DSp zu erhalten. Dieses Plasmid wurde nachfolgend durch
konjugativen Plasmidtransfer (3.2.9) in den Stamm PG4180.N9 übertragen. Transkonjuganten
wurden auf MG−Agarplatten selektioniert, die Kanamycin und Spektinomycin enthielten. Die
Anwesenheit von pDRL3DSp in PG4180.N9 wurde durch Plasmidpräparationen überprüft
(3.2.3). Zur Überexpression des hrpL−Gens wurde PG4180.N9 (pDRL3DSp) bei
Temperaturen von 18 und 28 °C in Flüssigkulturen bis zu einer OD600 nm = 0,5 inkubiert, mit
1 mM IPTG induziert und weiter bis zur stationären Phase (OD600 nm = 5) inkubiert.
Kulturproben (1,5 mL) wurden vor der Induktion (OD600 nm = 0,5), während der
logarithmischen Wachstumsphase (OD600 nm = 1,5), während der stationären Phase
(OD600 nm = 3,5) und während der späten stationären Phase (OD600 nm = 5,0) entnommen. Die
Proben wurden für 5 min bei 10.000 g zentrifugiert und in Proteinextraktionspuffer (50 mM
Tris/HCl; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM Dithiothreitol; pH 7,4) resuspendiert.
Anschließend wurden die Zellen durch Ultraschallbehandlung (4 x 15 sec) aufgeschlossen.
Nach erneuter Zentrifugation bei 10.000 g für 20 min wurden die im Pellet vorliegenden
Zelltrümmer verworfen und die Überstände mittels
Natriumdodecylsulfat−Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS−PAGE) analysiert.
3.2.15 SDS−Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS−PAGE)
Zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde ein SDS−PAGE
durchgeführt (Laemmli, 1970). Der Proteinextrakt wurde vor dem Auftragen auf das Gel mit
1 Volumen Protein−Ladepuffer (125 mM Tris/HCl; 4 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) Glycerin;
10 % (v/v) −Mercaptoethanol; 20 µg/mL Bromphenolblau; pH 6,8) versetzt und 5 min bei
einer Temperatur von 95 °C denaturiert. Ein definierter Proteinstandard diente zur
Abschätzung des Molekulargewichts (BioRad, München). Die elektrophoretische
Auftrennung der Proteine erfolgte bei konstanter Stromstärke von 20 mA im Sammelgel und
40 mA im Trenngel. Für die Elektrophorese wurde eine BioRad Elektrophorese−Apparatur
(Mini Protean II) verwendet. Zusammensetzung der Polyacrylamidgele (8,2 x 7,3 x 0,075
cm3):
Trenngel (12,5 %):
5,00 mL Acrylamid/Bisacrylamid−Lösung(37, 5:1)
4,40 mL 1 M Tris/HCl, pH 8,8
1,86 mL H2Odemin.
120,00 µL SDS, 10 %−ige Lösung
12,00 µL TEMED
0,50 mL APS, 1 %−ige Lösung
Sammelgel (4 %):
0,94 mL Acrylamid/Bisacrylamid−Lösung(37, 5:1)
1,76 mL 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8
3,84 mL H2Odemin.
70,00 µL SDS, 10 %−ige Lösung
10,00 µL TEMED
0,40 mL APS, 1 %−ige Lösung
Zum Sichtbarmachen der Proteinbanden wurden die Gele zunächst 3 x 5 min bei RT in
Wasser geschwenkt, bevor sie in einer Färbelösung (Phosphorsäure 11,7 % (v/v); Methanol
2,64 % (v/v); Pluronic F−77; DMSO 1,85 % (v/v); Pierce, Rockford) für 15 bis 60 min
inkubiert wurden. Die Entfernung des nicht an Proteine gebundenen Farbstoffs erfolgte durch
dreimaliges Waschen in Wasser für jeweils 1 h. Nach dem Entfärben wurden die Gele auf
Filterpapier im Vakuum bei 60 °C für 2 h getrocknet.
3.2.16 Bestimmung von −Glucuronidase−Aktivitäten
3.2.16.1 Quantitativer −Glucuronidase−Aktivitätstest für Bakterienzellen
Die −Glucuronidase (GUS) aus E. coli wurde als Reporter für die Genexpression (Jefferson et
al., 1986) in P. syringae pv. glycinea PG4180.N9 eingesetzt. Zur Bestimmung der
Glucuronidase−Aktivität im fluorometrischen GUS−Assay wurden 5 mL Flüssigkulturen in
HSC−Medium bei Temperaturen von 18 und 28 °C angezogen. Zu unterschiedlichen Zeiten
während des Wachstums wurden 1,5 mL Proben entnommen und 5 min bei 13.600 g
zentrifugiert. Nach Entfernen des Überstands wurden die Zellen auf Eis gestellt und in 500 µL
GUS−Extraktionspuffer (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4−Puffer, pH 7,0; 1 mM
−Mercaptoethanol; 10 mM EDTA; 0,1 % Natriumlauroylsarcosin; 0,1 % Triton X−100)
resuspendiert. Anschließend wurden die Proben gut gemischt und für weitere 10 min auf Eis
belassen. Nachfolgend wurden die Zellsuspensionen mit Ultraschall behandelt (3 x 15 sec in
Intervallen mit mindestens 20 sec Pause auf Eis). Da für diesen Test Mikrotiterplatten genutzt
wurden, konnten pro Messung zehn Proben parallel bestimmt werden.
Mikrotiterplatten−Ansatz:
180 µL Carbonat−Stop−Puffer (0,2 M Na2CO3) wurden mit einer Multikanalpipette in die
Vertiefungen C1−11 bis H1−11 sowie C12−H12 der Mikrotiterplatte gegeben. 200 µL des
Zell−Lysats von Probe 1 wurde in die Vertiefung A1, Probe 2 in die Vertiefung A2 usw. bis
maximal A10 gegeben. In die Vertiefung A11 wurde 200 µL Wasser und in Vertiefung A12
200 µL MU−Standard (1 mM 7−Hydroxy−4−methyl−coumarin) eingefüllt. Die Vertiefungen
B1−12 wurden mit jeweils 180 µL GUS−Assay−Puffer (2 mM 4−Methylumbelliferyl−
−D−Glucuronid in GUS−Extraktionspuffer) befüllt. Zum Starten der Reaktion wurden mit der
Multikanalpipette aus den Vertiefungen A1−12 je 20 µL Zell−Lysat bzw. Wasser oder
MU−Standard−Lösung in die Vertiefungen B1−12 überführt (1:10 Verdünnung). Für den
Wert t0 wurde die Reaktion unmittelbar danach gestoppt, indem je 20 µL aus den
Vertiefungen B1−12 in C1−12 und anschließend aus diesen je 20 µL in die Vertiefungen
D1−12 überführt wurden. Die Mikrotiterplatte wurde nachfolgend für 10 min schwimmend in
einem Wasserbad bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Für den Wert t10 = 10 min wurde die
Reaktion direkt im Anschluß an die 37 °C Inkubation gestoppt. Hierzu wurden je 20 µL aus
den Vertiefungen B1−12 in die Vertiefungen E1−12 überführt und kurz auf− und abpipettiert.
Anschließend wurden drei weitere Verdünnungen hergestellt, indem aus E1−12 je 20 µL in
die Vertiefungen F1−12, von dort wieder je 20 µL in die Vertiefungen G1−12 und letztlich
von dort 20 µL in die Vertiefungen H1−12 überführt wurden. Die −Glucuronidase−Aktivität
wurde mit einem Fluorolite−Gerät (Excitationsfilter 390 nm / Emissionsfilter:
450 nm / Lampenspannung 3,3 V) gemessen.
3.2.16.2 −Glucuronidase−Aktivitätstest für Pflanzenzellen
Die spezifische Aktivität der −Glucuronidase (GUS) wurde in Pflanzenextrakten durch die
Hydrolyse des Substrats 4−Methylumbelliferyl−−D−glucuronid (4−MUG) zu dem
fluoreszierenden Produkt 4−Methylumbelliferon (4−MU) nach der Methode von Jefferson
(1987) fluoreszenzspektrometrisch ermittelt.
20−100 mg Pflanzengewebe wurden in einem Eppendorfgefäß mit etwas Quarzsand und
500 µL Lysis−Puffer (50 mM Na2HPO4/NaH2PO4−Puffer, pH 7,0; 10 mM EDTA; 0,1 %
(w/v) Triton X−100; 0,1 % (w/v) SDS; 10 mM −Mercaptoethanol) zerrieben. Nach
anschließender Zentrifugation für 5 min bei 10.000 g wurde der Überstand in ein
Eppendorfgefäß überführt und die Konzentration an Protein nach Bradford (3.2.13) bestimmt.
Die Durchführung des GUS−Tests erfolgte nach der in 3.2.16.1 beschriebenen Methode in
Mikrotiterplatten, wobei die Reaktion nach t60 = 60 min gestoppt wurde.
3.2.16.2.1 Histochemischer Nachweis der GUS−Aktivität
Die histochemische Analyse der GUS−Expression erfolgte ebenfalls nach Jefferson (1987).
Dabei wurden Blattstückchen verschiedener Größe über Nacht bei 37 °C in
4−Methylumbelliferyl−−D−glucuronid Substratlösung (0,5 mg/mL
4−Methylumbelliferyl−−D−glucuronid; 1 mM Na2HPO4/NaH2PO4−Puffer, pH 7,0; 0,25 M
EDTA; 0,5 mM K3[Fe(CN)6]; 0,5 mM K4[Fe(CN)6]) inkubiert. Das gefärbte Pflanzenmaterial
wurde nachfolgend mehrmals in 70 %−igem Ethanol unter leichtem Schwenken bei RT
gewaschen.
3.2.17 Isolation von Coronafacoyl−Komponenten
Die Extraktion organischer Säuren aus zellfreien Kulturüberständen erfolgte nach einer
Methode von Palmer und Bender (1993).
Zur Extraktion wurde jeweils 1,5 mL Bakterienkultur entnommen und 5 min bei 10.000 g
zentrifugiert. Der Kulturüberstand wurde mit ca. 30 µL konzentrierter Salzsäure und 1,5 mL
Ethylacetat versetzt. Nachfolgend wurde die Probe für 5 min schüttelnd bei RT inkubiert. Zur
schnelleren Trennung der wäßrigen und der organischen Phase wurde der Ansatz 2 min bei
10.000 g zentrifugiert. Die Ethylacetat−Phase der Probe wurde in ein neues Reaktionsgefäß
überführt und die verbleibende wäßrige Phase weitere zweimal mit 1,5 mL Ethylacetat
extrahiert. Die organischen Phasen wurden anschließend in einem Reaktionsgefäß vereinigt
und das Ethylacetat unter einem Abzug bei 65 °C in einem Heizblock abgedampft. Nach dem
vollständigen Verdampfen des Ethylacetats wurde das zurückgebliebene Pellet in 200 µL
Trifluoressigsäure (TFA; 0,05 % in Wasser) / Acetonitril (9:1) resuspendiert. Die so erhaltene
Probe wurde direkt für eine Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC)−Analyse
eingesetzt (3.2.18).
Zur Isolation großer Mengen Coronafacienssäure (CFA) und Coronatin (COR) (30−60 mg/L)
wurden P. syringae Kulturen für 5 Tage bei 18 °C in HSC−Medium inkubiert. Die Extraktion
der Coronafacoyl−Komponenten erfolgte mittels Ethylacetat aus 1 L Kulturüberstand. CFA
und COR wurden anschließend durch HPLC oder Dünnschichtchromatographie (TLC) nach
einem Protokoll von Mitchell (1984) aufgereinigt.
3.2.18 Reversed−phase HPLC−Analyse
Die quantitative Bestimmung der im bakteriellen Überstand von P. syringae−Stämmen
vorhandenen CFA− und COR−Mengen erfolgte mittels eines Sykam HPLC−Systems
(Fürstenfeldbruck), das aus einer Pumpe, einem Degaser, einem Gradientenmischer, einem
Autoinjektor, einer C18−Reversed−phase−Säule (250 x 4 mm; 5 µm) und einem UV−Detektor
(208 nm) bestand. Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit dem Programm
PeakSimple (SR1 Instruments, Torrance, USA). Bei einer konstanten Flußrate von 1 mL/min
wurden 50 µL Probe injiziert und anschließend einem binären Gradienten der Laufmittel A
(0,05 % Trifluoressigsäure in H2O) und B (0,05 % Trifluoressigsäure in Acetonitril) mit
folgendem Verlauf unterzogen: Ausgangsverhältnis war 90 % A: 10 % B, gefolgt von einer
linearen Abnahme bis zu 50 % des Laufmittels A. Dieser Zustand wurde für 7 min
beibehalten, bevor die Konzentration von Laufmittel A auf 0 % abgesenkt (d.h. 100 % B) und
für 3 min konstant gehalten wurde. Zum Abschluß des Laufs wurde das Mischungsverhältnis
wieder auf die Ausgangswerte eingestellt (90 % A und 10 % B). Die Gesamtdauer eines Laufs
betrug 25 min. Als Standards wurden CFA− bzw. COR−Proben benutzt, die
freundlicherweise von C. L. Bender (Oklahoma State University) zur Verfügung gestellt
wurden und eine genaue quantitative Kalibrierung der Säule erlaubten.
Zur HPLC−Reinigung von CFA und COR wurde das aus 1 L Kulturüberstand gewonnene
CFA/COR−Pellet (3.2.17) in 2 mL TFA/Acetonitril (9:1) aufgenommen. Jeweils 100 µL
dieser Lösung wurde mittels des Autoinjektors in die HPLC−Anlage injiziert. Die
Retentionszeit von CFA liegt unter diesen Laufbedingungen zwischen 9,0 und 9,2 min, die
von COR zwischen 9,6 und 9,8 min. Fraktionen, die zu diesen Zeitpunkten den UV−Detektor
verließen, wurden in einem Eppendorfgefäß in 0,5 mL Aliquots aufgefangen und gesammelt.
Nachdem insgesamt 10 Proben von CFA und 10 Proben von COR vereinigt wurden, konnte
das Laufmittel bei 65 °C in einem Heizblock unter einem Abzug abgedampft und die
erhaltenen Pellets in 1 mL H2O resuspendiert werden. Jeweils 5 µL der Proben wurden mit
195 µL TFA/Acetonitril (9:1) versetzt und erneut mittels HPLC analysiert, um die isolierten
Mengen an CFA und COR quantitativ zu bestimmen und deren Reinheit zu überprüfen.
3.2.19 Dünnschichtchromatographie
Um die Coronafacoyl−Komponenten mittels Dünnschichtchromatographie (TLC)
aufzureinigen, wurde das aus 1 L Kulturüberstand gewonnene CFA/COR−Pellet (3.2.17) in
2 mL Acetonitril/Wasser (1:1) resuspendiert. Am unteren Ende einer Silicagel−Platte wurde
mit einem Bleistift ein dünner Strich gezogen auf den nachfolgend jeweils 200 µL der
Suspension aufgetropft wurde. Anschließend wurde die Silicagel−Platte in eine Glaskammer
gestellt, die als Laufmittel Isopropanol/Essigsäure/Wasser/Ethylacetat (8:1:1:390) enthielt.
Nachdem die Laufmittelfront einen Abstand von ca. 5 cm vor dem oberen Plattenrand erreicht
hatte (ca. 60 min Laufdauer), wurde die TLC−Platte aus der Glaskammer genommen, die
Lauffront mittels eines Bleistifts markiert und die Platte für ca. 15 min unter einem Abzug
getrocknet. Die Detektion von CFA und COR erfolgte unter UV−Licht bei 365 nm. Die
entsprechenden Banden CFA (Rf = 0,6) und COR (Rf = 0,28) wurden markiert und mit einem
Skalpell vorsichtig herausgekratzt. Die Silica−Partikel wurden für mindestens 1 h in
Ethylacetat geschwenkt, um die Coronafacoyl−Komponenten von den Partikeln abzulösen
und in die Ethylacetat−Phase zu überführen. Schließlich wurden die Silica−Partikel über
einen Rundfilter abfiltriert, das Ethylacetat bei 65 °C verdampft und die verbleibenden Pellets
in jeweils 1 mL H2O resuspendiert. Jeweils 5 µL Aliquots der gereinigten CFA und des COR
wurden mit 195 µL TFA/Acetonitril (9:1) versetzt und mittels HPLC (3.2.18) analysiert, um
die Reinheit sicherzustellen und die isolierte Menge quantitativ zu bestimmen. Die
aufgereinigten Coronafacoyl−Komponenten wurden bei 4 °C gelagert.
3.2.20 Inokulation von Pflanzen
3.2.20.1 Inokulation von Sojabohnenpflanzen
Für die Inokulation von 4 Wochen alten Sojapflanzen des Kultivars Maple Arrow wurden
zwei unterschiedliche Methoden genutzt.
Zur Sprühinokulation wurden Kulturen von P. syringae pv. glycinea bei 18 und 28 °C bis zu
einer OD600 nm = 1,0 (ca. 1 x 109 cfu/mL) in HSC− oder KB−Medium inkubiert.
Sojabohnenblätter wurden mit diesen Kulturen aus einer Entfernung von ca. 25 cm besprüht,
wobei pro Pflanze ca. 15 mL an Kulturlösung verwendet wurde. Zur Infiltration der
Bakterienkulturen in Sojabohnenblätter wurden die bis zu einer OD600 nm = 1,0 gewachsenen
Kulturen bei 18 und 28 °C auf eine OD600 nm = 0,001 (ca. 1 x 106 cfu/ml) mit HSC−Medium
verdünnt und nachfolgend mit einer nadellosen Spritze in die Sojabohnenblätter infiltriert.
Dabei wurde die Öffnung der Spritze auf die Blattunterseite gepreßt und das Blatt mit einem
Finger stabilisiert. Als negative Kontrolle dienten destilliertes Wasser, HSC− oder
KB−Medium, die entweder auf die Sojapflanzen aufgesprüht oder direkt in die Blätter
infiltriert wurden. Nach der Inokulation wurden die Sojabohnenpflanzen in
Pflanzenwachstumskammern (Controlled Environments Inc., North Carolina, USA) überführt
und dort bei 18 oder 28 °C, 80 % relativer Luftfeuchte, einer 12− stündigen Photoperiode und
ca. 15.000 Lux (kaltes, fluoreszierendes Licht) kultiviert. In regelmäßigen Abständen wurden
die Pflanzen auf Krankheitssymptome hin untersucht.
3.2.20.2 Inokulation von Tabakpflanzen
Für die Inokulation von Tabakpflanzen wurden 8 Wochen alte Pflanzen genutzt, die einen
Tag vor der Infiltration zur Akklimatisierung in Pflanzenwachstumskammern bei 18 oder
28 °C (80 % relative Luftfeuchte, 12− stündige Photoperiode und ca. 15.000 Lux) inkubiert
wurden. Bakterienkulturen von P. syringae wurden bei 18 und 28 °C bis zu unterschiedlichen
Wachstumsphasen inkubiert und nachfolgend direkt mit einer Spritze mit Kanüle in die
Unterseiten der Tabakblätter injiziert. Zur Infiltration wurden ausschließlich das dritte und
vierte Tabakblatt genutzt. Nach der Inokulation wurden die Pflanzen in
Pflanzenwachstumskammern bei 18 oder 28 °C weiter kultiviert. Für die Herstellung
zellfreier Kulturüberstände wurden Bakterienkulturen 10 min bei 5.000 g zentrifugiert und
anschließend durch einen Sterilfilter (0,2 µm Porengröße) filtriert. Die Kulturüberstände
wurden ebenso wie die Bakterienkulturen in die Unterseiten der Tabakblätter infiltriert. Die
gereinigten Coronafacoyl−Komponenten CFA und COR (3.2.18 und 3.2.19) wurden in
unterschiedlichen Konzentrationen zum bakteriellen Inokulum hinzugefügt oder direkt in die
Tabakpflanzen infiltriert. Als negative Kontrolle dienten destilliertes Wasser, HSC−, KB−
oder IM−Medium. Infiltrierte Regionen wurden 24, 48 und 72 h nach der Inokulation auf die
Entstehung der hypersensitiven Reaktion (HR) in Form von Nekrosen des gesamten
infiltrierten Gewebes hin untersucht.
3.2.21 Reisolation von Bakterienzellen aus Pflanzen
Zur Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten (cfu; colony forming units) / mL der
Bakterien (in planta−Vermehrungsrate) wurden jeweils drei Blattstückchen (0,5 cm2) von
verschiedenen infiltrierten Pflanzen mit einem Korkbohrer aus dem Blattgewebe ausgestanzt.
Diese wurden 1 sec in 70 %−igem Ethanol und dreimal für jeweils 1 min in destilliertem
Wasser gewaschen. Nachfolgend wurde das Pflanzenmaterial mit einem Pistill in einem
Mörser in 0,9 %−iger NaCl−Lösung homogenisiert. Nach der Herstellung verschiedener
Verdünnungsreihen (1 x 10−1 bis 1 x 10−9) wurde das Homogenat auf KB−Agarplatten
ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 28 °C. Nach zwei Tagen konnten die
gewachsenen Kolonien auf den Platten ausgezählt und so die Lebendzellzahl der Bakterien in
den Pflanzen bestimmt werden.
3.2.22 Zellkultur−Experimente
Zur Untersuchung der Interaktionen zwischen Bakterien und Zellkulturen wurden 3 bis 4
Tage alte Zellkulturen verwendet. Bakterienzellen wurden über Nacht in 10 mL KB−Medium
angezogen, nachfolgend bei 6.000 g zentrifugiert und das verbleibende Pellet in 10 mL
B5−Medium resuspendiert. Das so hergestellte bakterielle Inokulum wurde zur pflanzlichen
Zellkultur zugefügt, wobei die Endkonzentration an Bakterienzellen in der Zellkultur ca. 1−5
x 106 cfu/mL betrug. Die Änderungen des pH−Werts nach Zugabe der Bakterienzellen zur
Zellkultur wurden mit einem pH−Meter der Firma Schott (Hofheim a. T.) verfolgt. Die
Vitalität der Zellkultur wurde durch Anfärbung mit den beiden Farbstoffen Karminessigsäure
(2 % Karmin in 45 %−iger Essigsäure) und Trypanblau (0,4 %− ige Lösung; Sigma
(Dreisenhofen)) mikroskopisch untersucht.
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In der vorliegenden Arbeit wurde u.a. untersucht, bei welcher Temperatur die Expression der
Coronatin−Synthesegene und die Produktion von Coronatin (COR) in P. syringae pv. glycinea
PG4180.N9 am stärksten ist. Hierzu wurden sowohl die Promotoraktivität und die Menge an gebildetem
Transkript für das cmaABT−Operon als auch die Syntheserate für COR untersucht. Die Gene cmaA,
cmaB und cmaT (Abb. 7) sind an der Biosynthese von Coronaminsäure (CMA), einer Vorstufe des
Phytotoxins COR, beteiligt (Bender et al., 1996; Budde et al., 1998). Die drei Gene werden
polycistronisch transkribiert, während cmaU, ein weiteres Gen, welches bei der Synthese von CMA
benötigt wird, monocystronisch transkribiert wird (Ullrich et al., 1994). Nach der Kopplung über eine
Amidbindung bilden CMA und Coronafacienssäure (CFA) das Phytotoxin COR.
Abb. 7: (A) Schematische Darstellung des Coronatin−Biosynthese−Genklusters aus P.syringae pv. glycinea
PG4180. Biosynthetische Regionen für die CMA− und CFA−Synthese sowie die regulatorische Region sind
gekennzeichnet. (B) Vergrößerung der biosynthetischen Region von CMA sowie der regulatorischen Region.
Die Lokalisation und die Orientierung der Gene cmaA, cmaB, cmaT und cmaU sowie die der drei
regulatorischen Gene corR, corS und corP sind gekennzeichnet. Vertikale Linien mit geschlossenen Kreisen
symbolisieren Transposon−Insertionen in den Mutanten PG4180.D4, PG4180.N9P1, PG4180.F7, PG4180.JB47
sowie PG4180.N9. Der cmaABT−Promotor wird durch einen horizontalen schwarzen Pfeil repräsentiert. Die
translationale Fusion des cmaABT−Promotors zu dem uidA−Gen (pRGMU1) ist durch einen schwarzen
Balken mit grauem Pfeil dargestellt. Ebenso ist die translationale Fusion des konstitutiven cmaU−Promotors
zu dem uidA−Gen (pRGMU3) gekennzeichnet. Das 1,2 kb HindIII−Fragment, welches als Sonde für
Northernblot−Analysen eingesetzt wurde, wird durch einen schwarzen Balken dargestellt. Verwendete
Restriktionsenzyme: B, BamHI; E, EcoRI; H, HindIII; P, PstI; S, SstI.
4.1.1 Einfluß der Temperatur auf die COR−Genexpression und
die Produktion von COR
Zur Analyse des Einflusses der Temperatur auf die Expression der Synthesegene von COR sowie die
Produktion von COR wurden PG4180.N9, PG4180.N9P1, PG4180.N9 (pRGMU1) und PG4180.N9P1
(pRGMU1) bei Temperaturen von 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 oder 28 °C in HSC−Medium bis zu einer
OD600 nm = 5,0 (stationäre Phase) inkubiert. PG4180.N9P1 trägt eine Gentamycin−Resistenzgenkassette
in dem corS−Gen, welches die Histidin−Proteinkinase CorS kodiert und essentiell für die Biosynthese
von CFA und COR ist (Abb. 7; Ullrich et al., 1995). Plasmid pRGMU1 trägt ein 2,9 kb großes
PstI−Fragment aus der cmaABT−Promotorregion des COR−Genklusters vor dem promotorlosen
uidA−Gen, welches für −Glucuronidase (GUS) kodiert (Abb. 7). Dieses Plasmid wurde in PG4180.N9
und PG4180.N9P1 übertragen, um PG4180.N9 (pRGMU1) und PG4180.N9P1 (pRGMU1) zu erzeugen
(Ullrich et al., 1995). Mit diesen Transkonjuganten konnten die cmaABT−Promotoraktivitäten in trans
mittels eines fluorometrischen Tests bestimmt werden. Aus Abb. 8 ist ersichtlich, daß die Expression
des GUS−Reportergens in PG4180.N9 (pRGMU1) bei einer Temperatur von 18 °C mit ca. 500 U
GUS/mg Protein maximal war,  während bei  al len anderen Wachstumstemperaturen die
GUS−Expression deutlich schwächer war. Bei Temperaturen von 14, 26 und 28 °C war nur eine basale
GUS−Expression meßbar, die im Vergleich zu 18 °C ca. 5−fach niedriger war. Die Expression des
GUS−Reportergens in PG4180.N9P1 (pRGMU1) war während aller Wachstumstemperaturen mit 80 bis
150 U GUS/mg Protein relativ gering (Abb. 8).
Abb. 8: Graphische Darstellung des Einflusses der Temperatur auf die transkriptionelle Aktivität des
cmaABT−Promotors.  Die Aktivität  des  cmaABT−Promotors wurde durch die Expression des
GUS−Reportergens in trans in PG4180.N9 (pRGMU1) (schwarze Balken) und PG4180.N9P1 (pRGMU1) (weiße
Balken) bei 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 und 28 °C gemessen. Die dargestellten Daten repräsentieren die
Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen mit jeweils zwei Parallelen.
Die Extraktion von COR erfolgte aus zellfreien Kulturüberständen von PG4180.N9 und PG4180.N9P1
bei den oben angegebenen Wachstumstemperaturen. Aus Abb. 9 geht hervor, daß die Biosynthese von
COR in PG4180.N9 bei einer Temperatur von 18 °C maximal war, während bei höheren oder tieferen
Temperaturen e ine deut l ich  verminder te  Produkt ion von COR zu beobachten war .  In
PG4180.N9−Kulturen, die bei 14, 26 oder 28 °C inkubiert wurden, konnte keine Produktion von COR
nachgewiesen werden. Ebenso produzierte die Mutante PG4180.N9P1 bei allen untersuchten
Wachstumstemperaturen kein COR.
Aus diesen Ergebnissen geht deutlich hervor, daß die Expression der COR−Synthesegene bei einer
Temperatur von 18 °C maximal ist, während bei der optimalen Wachstumstemperatur der Bakterien von
28 °C nur eine basale COR−Genexpression stattfindet. Die Daten hinsichtlich der Genexpression
korrelieren mit denen der Produktion von COR, die bei einer Temperatur von 18 °C ebenfalls maximal
ist, wohingegen bei 28 °C keine Synthese des Phytotoxins nachweisbar ist.
Abb. 9:  Produktion des Phytotoxins Coronatin (COR) in PG4180.N9 während verschiedener
Wachstumstemperaturen. Kulturen von PG4180.N9 wurden in HSC−Medium bis zu einer OD600 nm = 5,0 bei
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 und 28 °C inkubiert. Die Extraktion von COR erfolgte aus 1,5 mL zellfreien
Kulturüberständen und wurde mittels Hochdruckflüssigkeit chromatographie (HPLC) quantifiziert. Die
dargestellten Daten repräsentieren Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen mit jeweils zwei
Parallelen.
4.1.2 Wachstumsverhalten von P. syringae pv. glycinea
PG4180.N9 bei Temperaturen von 18 und 28 °C
Zur Untersuchung des Wachstumsverhalten von P. syringae PG4180.N9 wurden Kulturen in
HSC−Medium angeimpft und bei 18 und 28 °C inkubiert. Die anhand der Messung der OD600 nm
erhaltenen Wachstumskurven sind in Abb. 10 graphisch dargestellt. Das bakterielle Wachstum wurde
über einen Zeitraum von 96 h verfolgt. Die Wachstumsrate der Bakterien war bei 18 °C (0,088 h−1)
wesentlich geringer als bei 28 °C (0,139 h−1). Die Verdopplungszeiten betrugen dementsprechend bei
18 °C ca. 8 h und bei 28 °C ca. 5 h. Kulturen, die bei einer Temperatur von 18 °C inkubiert wurden,
erreichten die stationäre Phase nach ca. 60 h, während Kulturen, die bei der höheren Temperatur
inkubiert wurden, bereits nach 35 h die stationäre Phase erreicht hatten. Trotz dieses Unterschieds
erreichten die Kulturen bei beiden Temperaturen die gleiche optische Dichte in der stationären Phase.
Abb. 10: Wachstumskurve von P. syringae pv. glycinea PG4180.N9 in HSC−Medium bei 18 (u) und 28 °C (n).
Die optische Dichte der Bakterienkulturen wurde bei 600 nm ermittelt. Die dargestellten Werte repräsentieren
Mittelwerte aus zwei unabhängigen Meßreihen mit jeweils zwei Parallelen.
4.1.3 Analyse der cmaABT−Promotoraktivität während des
Wachstums von PG4180.N9
Aus den vorangegangenen Untersuchungen war bekannt (4.1.1), daß die Expression der
COR−Synthesegene sowie die Produktion von COR bei einer Temperatur von 18 °C maximal ist,
während bei der optimalen Wachstumstemperatur der Bakterien bei 28 °C nur eine basale
COR−Genexpression, aber keine Synthese von COR stattfindet. In nachfolgenden Experimenten wurde
untersucht, welche Auswirkungen diese beiden Temperaturen auf die Aktivität des cmaABT−Promotors
während verschiedener Wachstumsphasen besitzen. Hierzu wurden die Stämme PG4180.N9
(pRGMU1) und PG4180.JB47 in HSC−Medium bei Temperaturen von 18 und 28 °C inkubiert.
P G 4 1 8 0 . J B 4 7  w u r d e  d u r c h  e i n e  T r a n s p o s o n − M u t a g e n e s e  e r z e u g t  u n d  t r ä g t  e i n
miniTn5uidA−Transposon in der Promotorregion von  cmaABT  (Abb. 7 ;  Schergaut  et al . ,
unveröffentlicht). Mit dieser Mutante konnte somit die cmaABT−Promotoraktivität in cis gemessen
werden. Zu verschiedenen Zeitpunkten des Wachstums der Kulturen wurden Proben entnommen und
die GUS−Aktivität mittels eines fluorometrischen Tests bestimmt. In Abb. 11 ist zu erkennen, daß die
Expression des GUS−Reportergens in PG4180.N9 (pRGMU1) und in PG4180.JB47 während der frühen
exponentiellen Wachstumsphase sehr schnell anstieg und eine maximale Expression von 700 bis 900 U
GUS/mg Protein bei einer OD600 nm von 1,0 bis 1,8 erreichte, wenn die Kulturen bei 18 °C inkubiert
wurden. Beim Übergang von der exponentiellen in die stationäre Wachstumsphase (OD600 nm = 2,0−3,5)
war die GUS−Expression bei einer Temperatur von 18 °C in beiden Stämmen relativ konstant. In der
späten stationären Phase (OD600 nm = 5,0) nahm die Expression des GUS−Reportergens sowohl in
PG4180.N9 (pRGMU1) als auch in PG4180.JB47 ab und erreichte 500 U GUS/mg Protein.
Abb. 11: Graphische Darstellung zum Effekt der Temperatur auf die transkriptionelle Aktivität des
cmaABT−Promotors während verschiedener Wachstumsphasen. Die Aktivität des cmaABT−Promotors
wurde durch die Expression des GUS−Reportergens in trans in PG4180.N9 (pRGMU1) bei 18 (n) und 28 °C (n)
sowie in cis in PG4180.JB47 bei 18 (l) und 28 °C (l) gemessen. Die dargestellten Daten repräsentieren die
Mittelwerte aus zwei unabhängigen Messungen mit jeweils zwei Parallelen.
Im Gegensatz zu diesem Ergebnis war die GUS−Expression in PG4180.N9 (pRGMU1) und in
PG4180.JB47 während der gesamten Wachstumsphase relativ gering (80 bis 200 U GUS/mg Protein),
wenn die Kulturen bei 28 °C inkubiert wurden (Abb. 11). Zur Kontrolle wurde diese wachstumsphasen−
und temperaturabhängige Untersuchung mit PG4180.N9 (pRGMU3) wiederholt. Plasmid pRGMU3 trägt
den konstitutiven cmaU−Promotor stromaufwärts des uidA−Reportergens (Abb. 7; Ullrich und Bender,
1994). Die Expression des GUS−Reportergens unter der Kontrolle dieses konstitutiven Promotors wurde
nicht durch die Temperatur beeinflußt und war während aller Wachstumsphasen relativ konstant.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß der cmaABT−Promotor die höchste Aktivität während
der exponentiellen Wachstumsphase bei 18 °C aufweist. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen weiterhin,
daß die Höhe der Aktivität des cmaABT−Promotors unabhängig von der Position der Reportergenfusion
zum COR−Genkluster und dessen regulatorischen Komponenten CorR, CorS und CorP ist.
4.1.4 Bestimmung der Transkriptgröße des cmaABT−Operons
Zur Bestimmung der Größe des cmaABT−Transkripts wurde aus Zellen von PG4180.N9, die bei einer
Temperatur von 18 °C bis zur exponentiellen Phase (OD600 nm = 1,0) inkubiert wurden, Gesamt−RNA
isoliert und diese einer Northernblot−Analyse unterzogen. Die Hybridisierung erfolgte mit einem 1,2 kb
HindIII−Fragment aus dem cmaABT−Operon (Abb. 7). Zur Herstellung der Sonde wurde das Plasmid
pT7E36R (M. Ullrich, unveröffentlicht) mit der Restriktionsendonuklease HindIII gespalten und ein 1,2 kb
HindIII−Fragment mittels des QIAEX II−Systems (Qiagen, Hilden) isoliert. Dieses Fragment wurde
nachfolgend mit 32P radioaktiv markiert und direkt als Sonde für die Northernblot−Analyse eingesetzt. In
Abb. 12 ist zu erkennen, daß die verwendete DNA−Sonde mit zwei RNA−Molekülen von 5 und 2,5 kb
Größe hybr id is ier te.  Die Größe von 5 kb entspr icht  dem erwarteten polyc is t ronischen
cmaABT−Transkript, während die kleinere Bande möglicherweise ein Degradationsprodukt des 5
kb−Transkripts oder eine zusätzliche mRNA unbekannten Ursprungs darstellt. Um dies zu untersuchen,
wurde Gesamt−RNA aus bei 18 und 28 °C exponentiell wachsenden Zellen von PG4180.N9 und der
regu la to r i schen  Mutan te  PG4180 .D4  (nu r  18  °C)  ana lys ie r t .  PG4180 .D4  t räg t  e ine
Transposon−Insertion im corR−Gen, welches für die Transkription von cmaABT notwendig ist (Abb. 7;
Ullrich et al., 1995; Wang et al., 1999). Wie in Abb. 12 zu erkennen ist, konnten zwei mRNA−Signale
detektiert werden, wenn Kulturen von PG4180.N9 bei 18 °C inkubiert wurden (Spuren 1, 2). Im
Gegensatz hierzu konnte kein spezifisches mRNA−Signal nachgewiesen werden, wenn PG4180.N9 bei
einer Temperatur von 28 °C (Spur 3) inkubiert wurde oder wenn Kulturen von PG4180.D4 bei 18 °C
(Spur 4) analysiert wurden (Abb. 12).
Aufgrund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, daß die beiden mRNA−Signale in
Proben von bei 18 °C gewachsenen PG4180.N9−Kulturen für das cmaABT−Transkript spezifisch sind.
Abb. 12: Northernblot−Analyse von Gesamt−RNA aus P. syringae PG4180.N9 und PG4180.D4 (COR−).
Kulturen wurden bei 18 und 28 °C bis in die frühe exponentielle Wachstumsphase inkubiert und für eine
Extraktion von Gesamt−RNA verwendet. Pro Spur wurden 8 µg Gesamt−RNA auf einem denaturierenden
Agarosegel aufgetragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde die RNA auf einen Nitrocellulosefilter
transferiert und mit einem 32P−markierten 1,2 kb HindIII−Fragment aus dem cmaABT−Operon hybridisiert.
Die spezifischen cmaABT−Signale sind mit roten Pfeilen markiert. Spuren 1, PG4180.N9, 18 °C,
OD600 nm = 0,7; 2, PG4180.N9, 18 °C, OD600 nm = 1,0; 3, PG4180.N9, 28 °C, OD600 nm = 1,0; 4, PG4180.D4, 18 °C,
OD600 nm = 1,0.
4 . 1 . 5  Q u a n t i f i z i e r u n g  d e r  g e b i l d e t e n
cmaABT−Transkr ip tmenge während versch iedener
Wachstumsphasen
Für diese Untersuchungen wurde aus bei 18 bzw. 28 °C gewachsenen Kulturen von PG4180.N9, die
unterschiedl iche Wachstumsphasen erreicht  hatten, Gesamt−RNA isol ier t  und für eine
Northernblot−Analyse verwendet. Die Stärke der auftretenden spezifischen Signale wurde anschließend
mittels eines Phosphorimagers (Molecular Dynamics, Krefeld) quantifiziert und graphisch aufgetragen.
Abb. 13 zeigt die cmaABT−Transkriptakkumulation während verschiedener Wachstumsphasen. Anhand
der Abbildung ist zu erkennen, daß die Menge an gebildetem cmaABT−Transkript während der
exponent ie l len Wachstumsphase (OD6 0 0  n m  = 1,0−1,8)  von bei  18 °C herangezogenen
PG4180.N9−Kulturen am höchsten war. In Kulturen, die bei einer Temperatur von 28 °C inkubiert
wurden, konnte die stärkste Transkriptakkumulation von cmaABT−mRNA beim Übergang von der
exponentiellen in die stationäre Phase (OD600 nm = 2,0−3,5) nachgewiesen werden. Die Menge an
akkumuliertem Transkript betrug hier nur etwa 25 % der maximalen mRNA−Akkumulation bei 18 °C. Bei
beiden Temperaturen nahm die Menge an cmaABT−mRNA in der stationären Phase ab (Abb. 13). Die
Intensitäten der 5− und 2,5−kb Banden nahmen im gleichen Maße ab und deuten daher auf einen
gemeinsamen Regulationsmechanismus hin.
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Menge an cmaABT−mRNA sowohl von der Temperatur als auch von
der Wachstumphase abhängig ist und daß eine optimale Transkriptbildung während des exponentiellen
Wachstums von PG4180.N9 stattfindet.
Abb. 13: Graphische Darstellung der gebildeten Menge an cmaABT−Transkript zu verschiedenen
Wachstumsphasen von PG4180.N9. Kulturen von PG4180.N9 wurden bei 18 (l) und 28 °C (l) inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde Gesamt−RNA isoliert und diese mittels einer Northernblot−Analyse
untersucht. Die relative mRNA−Menge bezieht sich auf den höchsten gemessenen Wert, der mit 100 %
definiert wurde. Die dargestellten Werte repräsentieren Mittelwerte aus zwei unabhängigen Meßreihen mit
jeweils drei Replikaten.
4.1.6 Analyse der cmaABT−Transkriptstabilität nach einer
Temperaturänderung
Die Ergebnisse der Northernblot−Analyse wiesen darauf hin, daß cmaABT auf basalem Niveau auch bei
28 °C transkribiert werden. Dies führte zur Frage nach der Thermostabilität des cmaABT−Transkripts.
Um den Einfluß der Temperatur auf die Transkriptstabilität zu untersuchen, wurden Kulturen von
PG4180.N9 bei 18 °C bis zu einer OD600 nm = 1,0 inkubiert. Nachdem der Kultur 50 µg/mL Rifampicin,
einem Inhibitor der Initiation der RNA−Neusynthese, zugesetzt worden war, wurde sie auf zwei
Erlenmeyerkolben aufgeteilt. Von diesen Kulturen wurde eine weiter bei 18 °C und die zweite bei 28 °C
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zellproben entnommen und aus diesen Gesamt−RNA
isoliert. Zur Bestimmung der mRNA−Stabilität wurden gleiche Mengen an Gesamt−RNA (8 µg) auf
einem denaturierenden Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt und einer quantitativen
Northernblot−Analyse (wie oben beschrieben) unterzogen. Aus Abb. 14 ist zu entnehmen, daß in
Kulturen, die mit Rifampicin versetzt und von 18 nach 28 °C überführt wurden, die Menge an
cmaABT−Transkript nach 30 min um 95 % der Ausgangsmenge abgenommen hatte. Die Abnahme des
cmaABT−Transkripts bei 18 °C nach Zugabe von Rifampicin um etwa 60 % spiegelt vermutlich den
allgemeinen zu erwartenden Abbau der mRNA wider. Für die cmaABT−mRNA wurde bei 18 °C eine
Halbwertszeit von 16 min und bei 28 °C eine Halbwertszeit von 6 min berechnet.
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, daß die Stabilität des cmaABT−Transkripts bei einer Temperatur von
28 °C im Vergleich zu 18 °C deutlich geringer ist, und lassen vermuten, daß bei der höheren
Temperatur ein rascher Abbau der cmaABT−mRNA stattfindet.
Abb. 14: Graphische Darstellung der Quantifizierung der cmaABT−Transkriptstabilität nach einer
Temperaturänderung von 18 nach 28 °C. PG4180.N9−Kulturen wurden bei 18 °C bis zu einer OD600 nm = 1,0
herangezogen, mit 50 µg/mL Rifampicin versetzt, in zwei Aliquots aufgeteilt und anschließend bei 18 (l) und
28 °C (l) inkubiert. In einem weiteren Experiment wurden bei 18 °C herangewachsene Kulturen mit
Chloramphenicol und Rifampicin versetzt und nachfolgend bei 28 °C (n) inkubiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden Proben genommen, Gesamt−RNA isoliert und eine Northernblot−Analyse durchgeführt.
Die relative Menge an mRNA bezieht sich auf den höchsten gemessenen Wert, der mit 100 % definiert wurde.
Die dargestellten Daten repräsentieren Mittelwerte aus zwei unabhängigen Meßreihen mit jeweils drei
Replikaten.
In einem weiteren Experiment konnte gezeigt werden, daß bei gleichzeitiger Zugabe von 40 µg/mL
Chloramphenicol, einem Inhibitor der Proteinneusynthese, und 50 µg/mL Rifampicin die Menge an
cmaABT−Transkript ebenfalls um mehr als 95 % der Ausgangsmenge abnahm, wenn die Kulturen von
18 nach 28 °C gebracht wurden (Abb. 14).
Dieses Ergebnis zeigt, daß die de novo Proteinbiosynthese keinen wesentlichen Einfluß auf die
Degradation der cmaABT−mRNA besitzt, wenn die Kulturen einer Temperaturerhöhung von 10 °C
ausgesetzt sind.
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4.2. Kompatible
Pflanzen/Pathogen−Interaktion
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4.2 .1  Einf luß der  Temperatur  und der  Synthese des
Phytotoxins Coronatin auf die Virulenz von P. syringae pv.
glycinea
Alle Untersuchungen zur kompatiblen Pflanzen/Pathogen−Interaktion wurden mit der Wirtspflanze von
P. syringae PG4180, Glycine max (L.) Merrit cv. Maple Arrow (Sojabohne), durchgeführt. Um den
Einfluß der Temperatur und der Synthese des Phytotoxins COR auf die Virulenz von P. syringae pv.
glycinea zu untersuchen, wurden PG4180 (WT) und die COR−−Mutante PG4180.D4 bei Temperaturen
von 18 und 28 °C bis zu einer OD600 nm = 1,0 in HSC−Medium inkubiert. Diese Bakteriendichte wurde
gewählt, da bekannt war, daß während der exponentiellen Wachstumsphase die COR−Synthesegene
optimal exprimiert werden (4.1.3). Die Bakterienkulturen dienten als Inokulum und wurden auf
Sojapflanzen aufgesprüht. Pro Kultur wurden vier Pflanzen inokuliert. Sprühinokulierte Pflanzen mit bei
18 °C herangezogenen Kulturen wurden in Pflanzenwachstumskammern nach 18 und 28 °C gebracht.
Analog wurde mit den Pflanzen verfahren, die mit bei 28 °C vorinkubierten Bakterien besprüht wurden.
Zur Kontrolle dienten Pflanzen, die ausschließlich mit HSC−Medium besprüht wurden und ebenfalls in
Pflanzenwachstumskammern bei 18 oder 28 °C kultiviert wurden. Typische Krankheitssymptome in
Form von nekrotischen Läsionen, die von chlorotischen Höfen umgeben waren, wurden nach 5 bis 7
Tagen nur auf solchen Pflanzen gefunden, die mit bei 18 °C vorinkubierten PG4180−Kulturen besprüht
wurden (Abb. 15). Sojapflanzen, die mit bei 28 °C herangezogenen Kulturen von PG4180 inokuliert
wurden, zeigten eine wesentlich geringere Symptomausprägung, die sich durch erheblich kleinere
nekrotische Läsionen auszeichnete (Abb. 15). Sojapflanzen, die mit der COR−−Mutante PG4180.D4
sprühinokuliert wurden, zeigten ebenfalls nur geringe Krankheitssymptome, die durch kleine nekrotische
Läsionen ohne sichtbare chlorotische Höfe in Erscheinung traten (Abb. 15). Die Temperatur, bei der die
PG4180.D4−Kulturen vor der Inokulation inkubiert wurden, hatte keinen Einfluß auf dieses Ergebnis.
Kontrol lpf lanzen, d ie ausschl ießl ich mit  HSC−Medium besprüht  wurden, zeigten keine
Krankheitssymptome. Diese Beobachtungen waren interessanterweise unabhängig davon, bei welcher
Temperatur die Pflanzen nach der Inokulation inkubiert wurden. Zur Standardisierung der Experimente
wurden d ie Pf lanzen in a l len wei teren Exper imenten nach der  Inokulat ion nur  noch in
Pflanzenwachstumskammern bei 28 °C kultiviert.
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Symptomausbildung von der Präinkubationstemperatur der Bakterien
abhängt, da typische Krankheitssymptome nur dann auftraten, wenn die Wirtspflanzen mit bei 18 °C
inkubierten Bakterienkulturen inokuliert wurden.
Abb. 15: Symptomausprägung auf Sojablättern nach Sprühinokulation mit bei 18 bzw. 28 °C inkubierten
PG4180− und PG4180.D4−Kulturen. Typische Krankheitssymptome sind auf dem Sojabohnenblatt zu
erkennen, welches mit bei 18 °C herangezogenen Kulturen von PG4180 sprühinokuliert wurde, wohingegen
auf dem Blatt, welches mit bei 28 °C inkubierten PG4180−Kulturen inokuliert wurde, deutlich weniger
Symptome erkennbar sind. Sojablätter, die mit der COR−−Mutante PG4180.D4 inokuliert wurden, zeigen
ebenfalls nur eine geringe Symptomausprägung, unabhängig davon, ob bei 18 oder 28 °C gewachsene
Kulturen zur Sprühinokulation verwendet wurden.
4.2.1.1 Isolation von Coronatin (COR) und Coronafacienssäure (CFA) aus den
Kulturüberständen von PG4180 und PG4180.D4
Die Isolation der Coronafacoyl−Komponenten COR und CFA erfolgte aus Kulturüberständen von
PG4180 und PG4180.D4, die bei 18 bzw. 28 °C in HSC−Medium bis zu einer OD600 nm = 1,0 inkubiert
wurden. Nach der Extraktion von COR und CFA wurden die Proben mittels HPLC analysiert. In Abb. 16
ist zu erkennen, daß nur der Wildtypstamm PG4180 bei einer Temperatur von 18 °C COR und CFA
produzierte, während bei 28 °C keine Synthese dieser Komponenten nachzuweisen war. Weiterhin wird
aus Abb. 16 deutlich, daß die COR−−Mutante PG4180.D4, wie erwartet, weder bei 18 noch bei 28 °C
COR oder CFA produzierte.
Abb. 16: COR− und CFA−Synthese in PG4180 und PG4180.D4. Kulturen dieser beiden Stämme wurden bei 18
und  28  °C  in  HSC−Med ium b is  zu  e iner  OD 6 0 0  n m  =  1 ,0  herangezogen .  D ie  I so la t ion  der
Coronafacoyl−Komponenten erfolgte aus jeweils 1,5 mL Kulturüberständen. Die Menge an gebildetem COR
und CFA wurde mittels HPLC ermittelt.
Zuvor erhaltene Ergebnisse (4.2.1) haben gezeigt, daß typische Krankheitssymptome nur dann auf der
Wirtspflanze auftreten, wenn die Pflanzen mit bei 18 °C herangewachsenen Kulturen von PG4180
sprühinokuliert wurden. Da PG4180 nur bei einer Temperatur von 18 °C das Phytotoxin COR
produziert, während PG4180.D4 bei keiner der beiden Temperaturen COR synthetisiert, kann davon
ausgegangen werden, daß nicht nur die Wachstumstemperatur der Bakterien vor der Inokulation eine
wichtige Rolle für die Ausbildung der Krankheitssymptome spielt, sondern auch die Synthese des
Phytotoxins COR essentiel l  für die bakteriel le Invasion der Wirtspflanze durch natürl iche
Pflanzenöffnungen, wie beispielsweise Stomata oder Wunden, ist.
4.2.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl von PG4180 und PG4180.D4
Kulturen von PG4180 und PG4180.D4 wurden in HSC−Medium bei 18 und 28 °C bis zu einer
OD600 nm = 1,0 inkubiert. Von diesen Kulturen wurde anhand des Ausplattierens von Verdünnungsreihen
(1 x 10−1 − 1 x 10−7) die Lebendzellzahl bestimmt, um sicherzustellen, daß zur Inokulation von
Sojapflanzen vergleichbare Mengen an Bakterien verwendet wurden. Für PG4180 konnte sowohl bei
18 °C als auch bei 28 °C eine Lebendzellzahl von ca. 1,3 x 109 cfu/mL ermittelt werden. Für die
COR−−Mutante PG4180.D4 betrug die Lebendzellzahl bei 18 °C 1,1 x 109 cfu/mL und bei 28 °C 1,2 x
109 cfu/mL.
Diese Untersuchungen zeigen, daß sich die Lebendzellzahlen von PG4180 und PG4180.D4 bei einer
OD600 nm = 1,0 nicht wesentlich voneinander unterscheiden und daß die Temperatur, bei welcher die
Bakterien inkubiert wurden, keinen Einfluß auf dieses Ergebnis besitzt. Somit kann davon ausgegangen
werden, daß zur Inokulation der Sojabohnen vergleichbare Mengen an lebenden Bakterienzellen
verwendet wurden.
4.2.1.3 Bestimmung der Wachstumsrate von PG4180 und PG4180.D4 in
Sojapflanzen
Zur Bestimmung der Wachstumsrate von PG4180 und PG4180.D4 in planta wurden Bakterien aus
Sojapflanzen reisoliert, die mit bei 18 und 28 °C vorinkubierten Bakterienkulturen besprüht wurden. Die
Reisolation erfolgte über einen Zeitraum von 0 bis 10 Tagen nach der Inokulation. Aus Abb. 17 ist
ersichtlich, daß die bakterielle Vermehrung in der Pflanze relativ gering war (weniger als drei
Zehnerpotenzen über einen Zeitraum von 10 Tagen), wenn die Sojapflanzen mit bei 28 °C inkubierten
Kulturen von PG4180 inokuliert wurden. Im Vergleich hierzu wird aus Abb. 17 auch deutlich, daß das
bakterielle Wachstum von PG4180 über 10 Tage um vier Zehnerpotenzen zunahm, wenn die Pflanzen
mit bei 18 °C inkubierten Bakterienkulturen besprüht wurden. Das bakterielle in planta Wachstum der
COR−−Mutante in inokulierten Sojapflanzen betrug nur 1,5 Zehnerpotenzen über einen Zeitraum von 3
bis 5 Tagen und war unabhängig davon, ob die Pflanzen mit bei 18 oder 28 °C vorinkubierten Bakterien
besprüht wurden (Abb. 17). Die Bestimmung der bakteriellen Vermehrung der COR−−Mutante
PG4180.D4 in der Pflanze zeigte, daß die Lebendzellzahl bereits sechs Tage nach der Inokulation
zurückging und implizierte, daß der Infektionsprozeß durch PG4180.D4 nicht erfolgreich war.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daß das bakterielle Wachstum in sprühinokulierten Sojapflanzen
direkt mit der Symptomausprägung korreliert, und verdeutlichen erneut, daß sowohl die Temperatur, bei
welcher die Bakterien inkubiert werden, als auch die Synthese des Phytotoxins COR eine
entscheidende Rolle während des frühen Infektionsprozesses bei der kompatiblen Interaktion spielen.
Abb. 17: Graphische Darstellung des bakteriellen Wachstums von PG4180 und PG4180.D4 in Sojapflanzen.
Über einen Zeitraum von 0 bis 10 Tagen wurden Bakterien aus Sojablättern reisoliert, die zuvor mit bei 18 (n)
oder 28 °C (n) herangezogenen Kulturen von PG4180 und mit bei 18 (m) oder 28 °C (m) inkubierten
PG4180.D4−Kulturen besprüht wurden.
4.2.1.4 Grad der Symptomausbildung bei Verwendung verschiedener
P. syringae PG4180−Mutanten
Die bisher erhaltenen Ergebnisse zeigten, daß typische Krankheitssymptome nur dann auf Sojapflanzen
hervorgerufen werden, wenn diese mit Bakterien besprüht wurden, die das Phytotoxin COR
produzierten. Um diese Beobachtung zu bestätigen, wurde der Einfluß von weiteren Mutationen in P.
syringae PG4180 auf die Stärke der Symptomausprägung in einer temperaturabhängigen Weise
untersucht. Für diese Studie wurden Kulturen von PG4180.N9 und PG4180.F7 bei Temperaturen von
18 und 28 °C in HSC−Medium bis zu einer OD600 nm = 1,0 inkubiert. PG4180.N9 ist ein Derivat von
PG4180 und besitzt eine Tn5−Transposon−Insertion, die ca. 1,5 kb stromabwärts des cmaU−Gens und
außerhalb des COR−Biosynthese−Genklusters lokalisiert ist (Abb. 7). Die Biosynthese von COR erfolgt
in diesem Derivat in der gleichen temperaturabhängigen Weise wie im Wildtyp PG4180 (4.1.1; Ullrich et
al., 1994). Die Mutante PG4180.F7 trägt eine Tn5−Transposon−Insertion in dem regulatorischen Gen
corP, welches essentiell für die Synthese des Phytotoxins COR ist. Aufgrund dieser Insertion produziert
PG4180.F7 kein COR. Nachdem die Kulturen eine OD600 nm = 1,0 erreicht hatten, wurden sie auf
Sojapflanzen aufgesprüht, welche anschließend in Pflanzenwachstumskammern bei 28 °C inkubiert
wurden. Typische Krankheitssymptome konnten 5 bis 7 Tage nach der Inokulation auf solchen Pflanzen
gefunden werden, die mit bei 18 °C herangezogenen Kulturen von PG4180.N9 besprüht wurden.
Pflanzen, die mit bei 28 °C vorinkubierten Kulturen von PG4180.N9 oder mit bei 18 oder
28 °C−Kulturen der COR−−Mutante PG4180.F7 besprüht wurden, zeigten deutlich verminderte
Symptome (nicht dargestellte Daten).
Diese Ergebnisse bestätigen die zuvor gemachte Beobachtung, daß typische Krankheitssymptome nur
dann hervorgerufen werden, wenn die Bakterien das Phytotoxin COR produzieren, und verdeutlichen,
daß COR essentiell für den Verlauf der Symptomentwicklung ist.
4.2.1.5 Einfluß der bakteriellen Wachstumsphase auf die Virulenz von
P. syringae pv. glycinea
Um den Grad der Virulenz von P. syringae PG4180−Kulturen während einer späteren Wachstumsphase
zu bestimmen, wurden Kulturen dieses Stammes bis zu einer OD600 nm = 2,0 bei 18 und 28 °C in
HSC−Medium inkubiert. Bei dieser Bakteriendichte erfolgt der Übergang von der exponentiellen zur
stationären Wachstumsphase (4.1.2 und 4.1.3). Die Kulturen wurden direkt auf Sojapflanzen
aufgesprüht und die Pflanzen nachfolgend in einer Pflanzenwachstumskammer bei 28 °C kultiviert.
Bereits einen Tag nach der Inokulation zeigten sich typische Symptome einer lokalen hypersensitiven
Reaktion (HR). Diese stellt einen pflanzlichen Abwehrmechanismus dar, der die Ausbreitung des
Pathogens in der Pflanze unterbindet und normalerweise nur bei Nichtwirtspflanzen oder resistenten
Wirtspflanzen auftritt. Obwohl die verwendete Sojabohnensorte Maple Arrow eine anfällige Wirtspflanze
von P. syringae PG4180 darstellt, wurde die HR offensichtlich durch einen massiven Befall des
Pathogens hervorgerufen. Die ermittelte Lebendzellzahl der PG4180−Kulturen, die bis zu einer
OD600 nm = 2,0 gewachsen waren, betrug bei 18 °C 2,4 x 109 cfu/mL und bei 28 °C 2,3 x 109 cfu/mL.
Diese Beobachtung weist darauf hin, daß es auch in Wirtspflanzen zur Ausprägung einer HR kommen
kann, wenn relativ hohe Zelldichten (ca. 2,4 x 109 cfu/mL) zur Sprühinokulation benutzt werden.
Aufgrund dieses Ergebnisses muß festgestellt werden, daß nur Zelldichten von ca. 1,1−1,3 x 109 cfu/mL
zur sinnvollen Untersuchung der kompatiblen Interaktion von P. syringae PG4180 mit dem
Sojabohnen−Kultivar Maple Arrow genutzt werden können.
4.2.1.6 Einfluß des verwendeten Wachstumsmediums auf die Virulenz von
P. syringae PG4180
Nachfolgend wurde untersucht, ob die Zusammensetzung des Kulturmediums einen Einfluß auf die
Virulenz von  P. syringae  PG4180 bei unterschiedlichen Temperaturen besitzt. Für diese
Untersuchungen wurde PG4180 in Vollmedium (KB−Medium) bis zu einer OD600 nm = 1,0 bei 18 und
28 °C inkubiert. Die Kulturen wurden anschließend auf Sojapflanzen aufgesprüht und die Pflanzen nach
erfolgter Inokulation in eine Pflanzenwachstumskammer nach 28 °C überführt. Auch 10 Tage nach der
Inokulation konnten nur wenige typische Symptome, die sich durch sehr kleine nekrotische Läsionen
auszeichneten, auf den inokulierten Pflanzen festgestellt werden. Dieses Ergebnis trat unabhängig von
der Vorinkubationstemperatur der Bakterien auf. Durchgeführte HPLC−Analysen erbrachten den
Nachweis, daß in KB−Medium inkubierte PG4180−Kulturen kein COR produzierten (Abb. 24).
Dieses Experiment bestätigt, daß PG4180 nur dann virulent auf seiner Wirtspflanze ist, wenn die
Bakterien das Phytotoxin COR produzieren.
4.2.1.7 Einfluß der Inokulationsmethode auf die Symptomausprägung und
bakterielle in planta Vermehrung von P. syringae PG4180
Bisherige Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, daß sowohl die Wachstumstemperatur der
Bakterien als auch die Synthese von COR einen Einfluß auf die Stärke der Symptomausbildung haben,
wenn Sojapflanzen mit P. syringae PG4180 sprühinokuliert werden. Um zu überprüfen, ob dieses
Ergebnis von der Inokulationsmethode abhängt, wurden Sojapflanzen mittels artifizieller Infiltration
inokuliert. Hierzu wurde der Stamm PG4180 sowie die COR−−Mutante PG4180.D4 bei 18 und 28 °C in
HSC−Medium bis zu einer OD600 nm = 1,0 inkubiert. Die Kulturen wurden auf eine OD600 nm = 0,001 (ca. 1
x 106 cfu/mL) mit HSC−Medium verdünnt und direkt mit einer Spritze ohne Kanüle unter Anwendung
von Druck in die Unterseiten der Sojablätter infiltriert. Die Pflanzen wurden nach der Infiltration in eine
Pflanzenwachstumskammer mit einer Temperatur von 28 °C überführt. Typische Krankheitssymptome
in Form von nekrotischen Läsionen, umgeben von chlorotischen Höfen, konnten nach 3 bis 5 Tagen auf
allen inokulierten Pflanzen festgestellt werden. Interessanterweise hatten weder die Temperatur, bei
welcher die Bakterien vor der Inokulation inkubiert wurden, noch die Synthese von COR einen
deutlichen Einfluß auf die Stärke der Symptomausprägung.
Die Bestimmung des bakteriellen Wachstums in planta zeigte, daß die Lebendzellzahl von PG4180 über
einen Zeitraum von 10 Tagen mit bis zu 5 x 108 cfu/Blattstück relativ hoch war und daß nicht von
Bedeutung war, ob bei 18 oder 28 °C präinkubierte PG4180−Kulturen zur Infiltration verwendet wurden
(Abb. 18). Ähnliche Wachstumsraten konnten für PG4180.D4 nach der artifiziellen Infiltration in
Sojablättern festgestellt werden. Im Vergleich zu PG4180 war das bakterielle Wachstum mit 1 x 108
cfu/Blattstück nur unwesentlich geringer und es gab keinen durch die Vorinkubationstemperatur
verursachten Unterschied in der in planta−Vermehrungsrate (Abb. 18).
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Stärke der Symptomausprägung auch dann mit dem bakteriellen
Wachstum in planta korreliert, wenn die Bakterien durch artifizielle Infiltration in die Wirtspflanzen
gebracht werden, und verdeutlichen, daß bei künstlicher Infiltration die Virulenz von P. syringae PG4180
sowohl von der Wachstumstemperatur der Bakterien als auch von der COR−Synthese unabhängig ist.
Zusammenfassend kann aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit davon ausgegangen werden, daß die
Synthese des Phytotoxins COR besonders während früher Phasen des Infektionsprozesses eine
wichtige Rolle für die natürliche bakterielle Invasion durch Pflanzenöffnungen spielt.
Abb. 18: Graphische Darstellung des bakteriellen Wachstums von PG4180 und PG4180.D4 in
Sojablattgewebe, das mittels artifizieller Infiltration inokuliert wurde. Die Bestimmung der Vermehrungsrate
erfolgte über einen Zeitraum von 10 Tagen in Pflanzen, die mit bei 18 (n) und 28 °C (n) inkubierten
PG4180−Kulturen sowie mit bei 18 (m) und 28 °C (m) gewachsenen PG4180.D4−Kulturen artifiziell infiltriert
wurden.
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4.3.1 Einfluß der Temperatur auf die hypersensitive Reaktion in
Tabakpflanzen gegenüber P. syringae pv. glycinea PG4180
Aus der Literatur ist bekannt, daß mindestens 1,6 x 109 cfu/mL Lebendzellen benötigt werden, um eine
sichtbare hypersensitive Reaktion (HR) durch P. syringae pv. glycinea in Tabakpflanzen hervorzurufen
(Hildebrand und Riddle, 1971). Daher wurden Kulturen von PG4180 bei 18 und 28 °C in HSC−Medium bis
zu einer OD600 nm  zwischen 1,5 bis 1,8 inkubiert. Bei dieser optischen Dichte befinden sich die Bakterien in
der exponentiellen Wachstumsphase (4.1.2), d.h. in der Phase des Wachstums, bei der die Expression der
COR−Synthesegene optimal ist (4.1.3). Die Lebendzellzahl der Bakterien bei einer OD600 nm = 1,5−1,8 (bei
18 bzw. 28 °C) wurde mit 1,7−2,2 x 109 cfu/mL bestimmt. PG4180−Kulturen wurden mit einer Spritze mit
Kanüle in die Blattunterseiten von 8 Wochen alten Tabakpflanzen des Kultivars "Petit Havana SR1" injiziert,
welche nachfolgend in Pflanzenwachstumskammern bei 18 oder 28 °C inkubiert wurden. Nach 24, 48 und
72 h wurden die inokulierten Pflanzen auf die Ausbildung der HR hin untersucht. Alle mit PG4180−Kulturen
infiltrierten Tabakpflanzen zeigten nach 24 h eine deutliche HR, unabhängig davon, ob bei 18 oder 28 °C
vorinkubierte Bakterienkulturen zur Infiltration benutzt wurden (Abb. 19). Analog zur kompatiblen Interaktion
(4.2.1) hatte auch während der inkompatiblen Interaktion die Temperatur, unter welcher die inokulierten
Pflanzen kultiviert wurden, keinen Einfluß auf dieses Ergebnis. Zur Standardisierung der Experimente
wurden auch während der Untersuchung der inkompatiblen Interaktion die Pflanzen in allen weiteren Tests
nach der Inokulation in Pflanzenwachstumskammern bei 28 °C kultiviert.
Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, daß während der inkompatiblen Interaktion zwischen P.
syringae pv. glycinea PG4180 und der Modellpflanze Tabak weder das Phytotoxin COR noch die
Wachstumstemperatur der Bakterien vor der Inokulation eine Auswirkung auf die Ausbildung der HR
besitzen.
Abb. 19: Hypersensitive Reaktion in Tabakpflanzen hervorgerufen durch P. syringae pv. glycinea PG4180. 8
Wochen alte Tabakpflanzen wurden mit bei 18 oder 28 °C gewachsenen PG4180−Kulturen infiltriert. Nach 24 h
konnte in den infiltrierten Tabakblättern die Ausbildung einer deutlichen HR beobachtet werden, unabhängig
davon, ob die Bakterienkulturen vor der Infiltration bei 18 oder 28 °C inkubiert wurden.
Um zu überprüfen, ob die mit PG4180 gemachten Befunde allgemeingültig sind, wurden zwei weitere P.
syr ingae−Stämme, das Tomatenpathogen DC3000 und das Bohnenpathogen Pss61, in die
Untersuchungen einbezogen. Wenn nicht anders angegeben, wurden in allen nachfolgenden Experimenten
die Bakterienkulturen in HSC−Medium bei 18 und 28 °C bis zu einer OD600 nm = 1,5−1,8 inkubiert und zur
Infiltration der Tabakpflanzen verwendet. Bakterienkulturen von Pss61 und DC3000 wurden in
Tabakpflanzen infiltriert und diese auf die Ausbildung der HR nach 24 h hin untersucht. Alle infiltrierten
Tabakpflanzen zeigten nach 24 h eine deutliche HR. Wie schon im Fall von PG4180 spielte es dabei keine
Rolle, ob die Kulturen vor der Infiltration bei 18 oder 28 °C inkubiert wurden (Abb. 26). Mittels
HPLC−Analyse konnte gezeigt werden, daß P. syringae pv. syringae Pss61, wie bei Abwesenheit des
COR−Genklusters zu erwarten, weder bei 18 noch bei 28 °C CFA und COR produzierte (Abb. 26). Im
Gegensatz hierzu konnte in dem das COR−Genkluster besitzenden Stamm P. syringae pv. tomato DC3000
eine relativ geringe Produktion von COR (ca. 1 mg/L) sowohl bei 18 als auch bei 28 °C nachgewiesen
werden. Ähnlich dem Stamm Pss61 produzierte auch der Stamm DC3000 unter den verwendeten
Anzuchtbedingungen keine nachweisbare Menge an CFA (Abb. 26).
Diese Ergebnisse zeigen, daß die temperaturunabhängige Ausbildung der HR ein generelles Prinzip
verschiedener P. syringae−Pathovare darstellt.
4.3 .2  Temperaturabhängige Unterdrückung der  HR in
Tabakpflanzen gegenüber einem CFA−überproduzierenden
Derivat von PG4180
In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob eine veränderte Synthese von COR oder CFA
Auswirkungen auf die Ausbildung der HR in Tabakpflanzen hat. Mittels HPLC−Analysen konnte gezeigt
werden, daß PG4180 bei einer OD600 nm = 1,5−1,8 ca. 2,3 mg/L CFA und ca. 7,6 mg/L COR produzierte
(Abb. 20; Abb. 26), während bei einer Wachstumstemperatur der Bakterien von 28 °C keine Synthese der
Coronafacoyl−Komponenten nachweisbar war (4.2.1.1). Interessanterweise überproduzierte im Gegensatz
hierzu PG4180.N9 (Abb. 7), ein Derivat von PG4180, die Coronafacoyl−Komponente Coronafacienssäure
(CFA), eine der Vorstufen von COR (Abb. 20; Abb. 26). Die produzierte Menge von CFA betrug in
PG4180.N9 bei einer OD600 nm = 1,5−1,8 durchschnittlich 10,1 mg/L und die produzierte Menge an COR
durchschnittlich 7,3 mg/L, wenn die Bakterien bei 18 °C inkubiert wurden (Abb. 26). Wurde PG4180.N9 bei
einer Temperatur von 28 °C inkubiert, so konnte ebenso wie bei PG4180 keine Synthese von COR oder
CFA festgestellt werden (4.1.1; Abb. 26).
Abb. 20: HPLC−Analyse der Kulturüberstände von PG4180 und PG4180.N9. Kulturen beider Stämme wurden bei
18 °C in HSC−Medium bis zu einer OD600nm = 1,5−1,8 inkubiert. Aus jeweils 1,5 mL Kulturüberständen erfolgte
die Isolation der Coronafacoyl−Komponenten COR und CFA, deren Mengen mittels HPLC quantifiziert wurden.
Im Vergleich zu PG4180 überproduziert PG4180.N9 die Coronafacoyl−Komponente CFA.
Bakterienkulturen von PG4180.N9, die in Tabakpflanzen infiltriert wurden, zeigten im Vergleich zu PG4180
einen bemerkenswerten, temperaturabhängigen Phänotyp. Infiltrierte Tabakpflanzen zeigten nur dann eine
deutliche Ausbildung der HR, wenn sie mit bei 28 °C präinkubierten PG4180.N9−Kulturen infiltriert wurden.
Wurden die Pflanzen dagegen mit bei 18 °C gewachsenen Kulturen von PG4180.N9 infiltriert, so trat die
HR in 70 % aller untersuchten Experimente (ca. 100 Experimente insgesamt) nach 24 h nicht auf (Abb.
21). Die Ausbildung einer "HR−ähnlichen" Nekrose in diesen Pflanzen konnte entweder erst nach 48 bzw.
72 h oder überhaupt nicht beobachtet werden.
Diese Ergebnisse lassen den Schluß zu, daß PG4180.N9 während des Wachstums bei 18 °C einen oder
mehrere Faktoren produziert, welche die HR in Tabakpflanzen deutlich verzögern bzw. unterdrücken
können.
Abb. 21: Temperaturabhängige Ausbildung der hypersensitiven Reaktion in Tabakpflanzen hervorgerufen durch
P. syringae pv. glycinea PG4180.N9. 8 Wochen alte Tabakpflanzen wurden mit bei 18 oder 28 °C gewachsenen
PG4180.N9−Kulturen infiltriert. Nach 24 h konnte nur in solchen Tabakblättern die Ausbildung einer deutlichen
HR beobachtet werden, die mit bei 28 °C gewachsenen Kulturen von PG4180.N9 infiltriert wurden. In
Tabakblättern, die mit bei 18 °C inkubierten PG4180.N9 Kulturen infiltriert wurden, konnte 24 h nach der
Inokulation keine HR beobachtet werden.
In anschließenden Experimenten wurde untersucht, ob die mutmaßlichen "HR−verzögernden" Faktoren mit
den Zellen oder dem Kulturüberstand von PG4180.N9 assoziiert waren. Für diese Untersuchungen wurden
Zellen und Überstand von PG4180.N9−Kulturen durch Zentrifugation voneinander getrennt. Die Zellen
wurden in PBS−Puffer (3.2.9) resuspendiert und der Kulturüberstand durch einen Filter sterilfiltriert.
Interessanterweise konnte keine temperaturabhängige Ausbildung der HR beobachtet werden, wenn die so
isolierten Zellen von PG4180.N9 zur Infiltration in Tabakpflanzen benutzt wurden. Alle Pflanzen, die mit bei
18 oder 28 °C inkubierten und nachfolgend in PBS−Puffer aufgenommenen Zellen von PG4180.N9
infiltriert wurden, zeigten nach 24 h eine deutliche HR. Wurden durch Hitzebehandlung abgetötete Zellen
(10 min, 95 °C) oder die zellfreien Kulturüberstände in die Tabakpflanzen infiltriert, so konnte wie erwartet
24−72 h nach der Infiltration keine Ausbildung der HR beobachtet werden. Dies bestätigt die seit langem
etablierte Tatsache, daß lebende Bakterienzellen zur Induktion einer HR notwendig sind (Klement und
Goodman, 1967; Sequeira, 1975; Sasser, 1978, 1982; Meadows und Stall, 1981).
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, daß die Unterdrückung der HR durch PG4180.N9 nur dann
hervorgerufen wird, wenn Bakterienkulturen vor der Infiltration bei 18 °C inkubiert werden, und lassen
vermuten, daß Faktoren, die sich im bakteriellen Kulturüberstand befinden, für die Unterdrückung der HR
verantwortlich sind.
4.3.3 Vergleichende Untersuchungen der Stämme PG4180 und
PG4180.N9
Aus den vorangegangenen Experimenten (4.3.1; 4.3.2) geht hervor, daß sich der Wildtypstamm PG4180
und sein Derivat PG4180.N9 hinsichtlich des HR−Phänotyps und der Bildung von CFA erheblich
unterscheiden. Nachfolgend wurde eine Reihe von Analysen durchgeführt, die mögliche Unterschiede
zwischen diesen beiden Stämmen aufzeigen und unter Umständen klären sollten, warum PG4180.N9 die
Coronafacoyl−Komponente CFA überproduziert.
4.3.3.1 Southernblot−Analyse zur Lokalisation der Tn5−Insertion in PG4180.N9
Zunächst sollte geklärt werden, ob der verwendete PG4180.N9−Stamm die Tn5−Transposon−Insertion
noch an der zuvor publizierten Stelle trägt (Ullrich et al., 1994). Hierzu wurde genomische DNA von PG4180
und PG4180.N9 mit der Restriktionsendonuklease HindIII gespalten, nachfolgend gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Nylonmembran übertragen und einer Southernblot−Analyse unterzogen. Die
Hybridisierung erfolgte mit einem Digoxygenin−markierten 7,2 kb HindIII−Fragment aus pMUH72 bei einer
Temperatur von 68 °C. Das 7,2 kb HindIII−Fragment aus Plasmid pMUH72 trägt neben biosynthetischen
Genen der CMA−Region auch die stromabwärtsliegende DNA (Abb. 22 A). Aus Abb. 22 B ist ersichtlich,
daß PG4180.N9 im Vergleich zu PG4180 die charakteristische 7,2 kb−Bande nicht mehr besitzt, sondern
zwei neue, mit der Sonde hybridisierende HindIII−Fragmente einer Größe von 3,9 und 5,7 kb (durch
schwarze Pfeile gekennzeichnet) aufweist. Diese beiden Signale entsprechen den zu erwartenden
HindIII−DNA−Fragmenten, welche auf der Tn5−Transposon−Insertion in PG4180.N9 beruhen (Ullrich et al.,
1994). Die relativ große Anzahl von weiteren hybridisierenden Banden ist auf das Vorhandensein von
IS−Elementen in der benutzten DNA−Sonde zurückzuführen, welche in großer Zahl auf der Plasmid DNA
von PG4180 und PG4180.N9 vorhanden sind (Bender et al., 1999; T. Hoffmann, persönliche Mitteilung).
Mit diesem Experiment konnte zunächst nachgewiesen werden, daß PG4180.N9 die Transposon−Insertion
an der ursprünglich publizierten Stelle trägt (Ullrich et al., 1994).
Abb. 22: A, Graphische Darstellung des COR−Biosynthese−Genklusters aus P. syringae pv. glycinea. Regionen
für die CFA− und CMA−Synthese sowie die regulatorische Region sind hervorgehoben. Unter dem
COR−Genkluster sind die SstI−Schnittstellen eingezeichnet. Ebenso ist die Tn5−Transposon−Insertion in
PG4180.N9, mit zwei internen HindIII−Schnittstellen (H), gekennzeichnet Die Lokalisation der Insert−DNA von
Plasmid pMUH72, welches neben biosynthetischen Genen der CMA−Region auch die stromabwärtsliegende DNA
trägt, ist in rot dargestellt. B, Southernblot−Analyse zur Untersuchung der Tn5−Insertion von PG4180.N9 im
Vergleich zu PG4180. Genomische DNA dieser beiden Stämme wurde mit HindIII gespalten, elektrophoretisch
aufgetrennt und einer Southernblot−Analyse unterzogen. Die Hybridisierung erfolgte mit einem 7,2 kb
HindIII−Fragment aus pMUH72 bei 68 °C. Spuren 1, pMUH72; 2, PG4180; 3, PG4180.N9. Die schwarzen Pfeile
markieren die Banden, welche auf die Tn5−Transposon−Insertion in PG4180.N9 zurückzuführen sind.
4.3.3.2 Restriktionslängenpolymorphismus−Analyse zum Vergleich der Genome
von PG4180.N9 und PG4180
In nachfolgenden Experimenten wurde untersucht, ob PG4180.N9 im Vergleich zu PG4180 weitere
Veränderungen im Genom aufweist. Genomische DNA dieser beiden Stämme wurde mit AscI, PmeI und
PacI gespalten. Diese Restriktionsendonukleasen besitzen Erkennungssequenzen von 8 Nukleotiden und
gehören somit zur Klasse der sogenannten selten−spaltenden Enzyme. Die Endonuklease behandelte
chromosomale DNA wurde auf einem ca. 30 cm langen Agarosegel bei 80 V für 2 Tage aufgetrennt. Das
Ergebnis dieser Untersuchung zeigte, daß kein sichtbarer Restriktionslängenpolymorhismus (RFLP)
zwischen diesen beiden Stämmen auftrat (Daten nicht dargestellt). Obwohl durch diese Untersuchungen
chromosomale Punktmutationen in PG4180.N9 nicht ausgeschlossen werden können, kann davon
ausgegangen werden, daß umfangreiche chromosomale Veränderungen nicht der Grund für die
Überproduktion von CFA in PG4180.N9 sein können.
4.3.3.3 Untersuchungen zur COR/CFA−Sekretion in PG4180 und PG4180.N9
Zur Klärung der Frage, ob die erhöhte Menge an CFA im Kulturüberstand von PG4180.N9 möglicherweise
auf einem Sekretionsdefekt beruht, wurde in Zellen dieses Stammes sowie in denen von PG4180 die
intrazelluläre Menge an CFA und COR bestimmt. Hierzu wurden Zellpellets beider Stämme durch
Druckentspannung nach hydraulischem Pressen mit einer French−Press aufgeschlossen und die
Coronafacoyl−Komponenten CFA und COR extrahiert. Die zelluläre Menge an vorhandener CFA und COR
wurde anschließend durch HPLC−Analyse quantifiziert. Die durchgeführten HPLC−Analysen zeigten, daß in
Zellpellets von PG4180.N9 beträchtliche Mengen an CFA vorhanden waren. Die ermittelte CFA−Menge in
Zellpellets von PG4180.N9 betrug ca. 7,5 µg/L und die quantifizierte Menge von COR war 3,6 µg/L. Im
Gegensatz hierzu konnte in Zellpellets des Wildtypstamms PG4180 keine CFA nachgewiesen werden. Die
ermittelte Menge von COR in Zellpellets von PG4180 betrug durchschnittlich 4,4 µg/L.
Diese Ergebnisse zeigen, daß die erhöhte Menge an CFA in Kulturüberständen von PG4180.N9 nicht auf
einen Sekretionsdefekt zurückgeführt werden kann, da bereits in Zellpellets beachtliche Mengen an CFA
nachgewiesen wurden.
4.3.3.4 Analyse der Hrp−Sekretionsapparate von PG4180 und PG4180.N9
In weiteren vergleichenden Experimenten mit PG4180 und PG4180.N9 wurde analysiert, ob PG4180.N9 in
der Struktur des für die Ausbildung der HR essentiellen hrp−Genklusters Unterschiede aufzeigt. hrp−Gene
kodieren für einen TypIII−Protein−Sekretionsapparat und sind essentiell für die Pathogenität der Bakterien
auf Wirtspflanzen. Die entsprechenden Untersuchungen wurden durchgeführt, um auszuschließen, daß die
beobachtete Unterdrückung der HR durch bei 18 °C inkubierte PG4180.N9−Kulturen auf einen Defekt im
Hrp−Sekretionssystem beruht. Genomische DNA von PG4180 und PG4180.N9 wurde mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI/HindIII gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran übertragen. Die Hybridisierung erfolgte bei einer Temperatur von 62 °C mit einer
Digoxygenin−markierten Sonde, die aus dem mit HindIII−gespaltenen Plasmid pHIR11 bestand. Dieses
Plasmid trägt das gesamte hrp−Genkluster aus P. syringae pv. syringae Pss61, welches relativ hohe
Sequenzähnlichkeiten zu dem hrp−Genkluster aus P. syringae pv. glycinea besitzt (Dengl et al., 1998). In
Abb. 23  s ind die zu erwartenden Unterschiede im Bandenmuster aufgrund verschiedener
Sequenzähnlichkeiten zwischen PG4180 und pHIR11 zu erkennen. Die in Abb. 23 dargestellten
Ergebnisse der Southernblot−Analyse zeigen aber auch, daß keine Unterschiede im Bandenmuster
zwischen den Stämmen PG4180 und PG4180.N9 bestehen. Die zwei zusätzlichen Banden einer Größe von
ca. 4,5 und 9,4 kb (durch schwarze Pfeile markiert) bei PG4180.N9 sind auf Sequenzähnlichkeiten zu dem
in pHIR11 vorhandenen TnphoA−Transposon zurückzuführen, das ein Derivat des Tn5−Transposons
darstellt.
Aufgrund dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, daß die hrp−Genkluster von PG4180 und
PG4180.N9 strukturell identisch sind und daß das temperaturabhängige Ausbleiben der HR sehr
wahrscheinlich nicht auf einem Defekt im Hrp−Sekretionssystem beruht.
Abb. 23: Southernblot−Analyse zur Untersuchung der hrp−Genkluster von PG4180 und PG4180.N9.
Genomische DNA dieser beiden Stämme wurde mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI/HindIII
gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran übertragen und einer
Southernblot−Analyse unterzogen. Die Hybridisierung erfolgte mittels des HindIII−gespaltenen Plasmids
pHIR11, welches das gesamte hrp−Genkluster aus P. syringae pv. syringae Pss61 trägt. Schwarze Pfeile
markieren die Banden, die auf Sequenzähnlichkeiten zwischen dem in pHIR11 vorhandenen
TnphoA−Transposon und dem Tn5−Transposon aus PG4180.N9 zurückgeführt werden können und nicht
mit strukturellen Veränderungen des hrp−Genklusters in PG4180.N9 assoziiert sind. Spuren 1, pHIR11; 2,
PG4180; 3,PG4180.N9.
4.3.4 Einfluß des bakteriellen Wachstumsmediums auf die
Unterdrückung der HR in Tabakpflanzen
Für PG4180 konnte gezeigt werden, daß dieser Stamm in Komplexmedium keine detektierbaren
Mengen an CFA und COR produziert und daß diese Tatsache nachweisbar einen Einfluß auf die
Virulenz von PG4180 bei der kompatiblen Interaktion besitzt (Abb. 24; 4.2.1.6). Es stellte sich
nun die Frage, ob die Verwendung verschiedener Wachstumsmedien einen Einfluß auf den zuvor
beobachteten HR−Phänotyp von PG4180.N9 hat. Um dies zu untersuchen, wurde PG4180.N9
sowohl in einem Minimalmedium (HSC−Medium), in einem Komplexmedium (KB−Medium)
als auch in einem die hrp−Genexpression induzierenden Minimalmedium (IM−Medium) bei 18
und 28 °C bis zu einer OD600 nm = 1,5−1,8 inkubiert. 8 Wochen alte Tabakpflanzen wurden mit
den entsprechenden Kulturen infiltriert und nach 24, 48 und 72 h auf die Ausbildung einer HR
hin untersucht. Tabakpflanzen, die mit in HSC−Medium gewachsenen PG4180.N9−Kulturen
infiltriert wurden, zeigten den bereits beschriebenen temperaturabhängigen Phänotyp (4.3.2;
Abb. 24). Inokulierte man hingegen Tabakpflanzen mit PG4180.N9−Kulturen, die in
KB−Medium inkubiert wurden, so zeigte sich nach 24 h eine deutliche HR, ungeachtet der
Wachstumstemperatur der Bakterien. Mittels HPLC−Analyse konnte gezeigt werden, daß
PG4180.N9 in diesem Medium weder bei 18 noch bei 28 ° CFA oder COR produzierte (Abb.
24). PG4180.N9−Kulturen, die in hrp−induzierendem IM−Minimalmedium gewachsen waren,
produzierten ähnliche Mengen an COR und CFA wie in HSC−Medium inkubierte (Abb. 24).
Folgerichtig kam es auch bei Verwendung von IM−Medium nur dann zur Ausbildung einer HR
in Tabakpflanzen, wenn bei 28 °C präinkubierte PG4180.N9−Kulturen zur Infiltration benutzt
wurden.
Diese Ergebnisse zeigen, daß der HR−Phänotyp von PG4180.N9 nährstoffabhängig ist und
offensichtlich mit der Überproduktion von CFA in Minimalmedien korreliert.
Abb. 24: Quantitative Analyse der CFA− und COR−Synthese von PG4180 und PG4180.N9 in verschiedenen
Wachstumsmedien sowie die Bewertung der HR 24 h nach Infiltration von Tabakpflanzen. Kulturen von PG4180 und
PG4180.N9 wurden in den angegebenen Medien bei18 und 28 °C bis zu einer OD600 nm= 1,5−1,8 inkubiert und in
Tabakpflanzen infiltriert. CFA und COR wurden aus 1,5 mL zellfreien Kulturüberständen isoliert und mittels
HPLC−Analyse quantifiziert. Ein "+" symbolisiert die Ausbildung einer deutlichen HR, ein "−" repräsentiert das Ausbleiben
der HR 24 h nach der Infiltration.
4.3.5 Einfluß verschiedener PG4180−Mutanten und −Derivate auf
die Ausbildung der HR in Tabakpflanzen
Zur Klärung der Frage, ob die Menge an synthetisierter CFA eine entscheidende Rolle für die
Ausbildung der HR spielt, wurde der Einfluß verschiedener Mutationen im COR−Genkluster von
PG4180 auf die Ausbildung der HR hin untersucht. Der Phänotyp und die genaue Lokalisation
von Transposon− oder Antibiotika−Resistenzkassetten der hier getesteten PG4180−Mutanten
wurde in Tab. 8 bzw. in Abb. 25 zusammengefaßt. Kulturen dieser Mutanten wurden in
HSC−Medium bis zu einer OD600 nm = 1,5−1,8 bei 18 und 28 °C inkubiert und nachfolgend für
die HR−Tests eingesetzt. Die Menge an produzierter CFA und COR wurde mittels
HPLC−Analyse quantifiziert und ist in Abb. 26 dargestellt.
Tab. 8: Darstellung des Phänotyps und der Lokalisation von Insertionen der untersuchten
Mutanten von PG4180.
Mutante Phänotyp/Lokalisation von Insertionen
PG4180.N9 COR+, CMA+, überproduziert CFA+; trägt Tn5−Transposon außerhalb des
COR−Genklusters
PG4180.N9P1 COR−, CMA−, CFA−, corS −; trägt Gentamycin−Resistenzkassette in corS; Derivat
von PG4180.N9
PG4180.C0 COR−, CMA−, CFA+; trägt Tn5−Transposon in biosynthetischer Region von CMA
PG4180.G70 COR−,CMA+, CFA−; trägt Tn5−Transposon in biosynthetischer Region von CFA
PG4180.D4 COR−, CMA−, CFA−; trägt Tn5−Transposon in corR
PG4180.F7 COR−, CMA−, CFA−; trägt Tn5−Transposon in corP
Abb. 25: Schematische Darstellung des COR−Biosynthese−Genklusters aus P. syringae pv. glycinea. Biosynthetische Regionen
für die CMA− und CFA−Synthese sowie die regulatorische Region sind hervorgehoben. Im unteren Teil der Abbildung sind
die SstI−Restriktionsschnittstellen eingezeichnet. Vertikale Linien mit geschlossenen Kreisen kennzeichnen die Insertionsloci
der Mutanten PG4180.G70, PG4180.D4, PG4180.N9P1, PG4180.F7, PG4180.C0 sowie PG4180.N9. Die Lokalisation der
Insert−DNA von Plasmid pMUH34, welches die drei regulatorischen Gene corRSP auf einem 3,4 kb
EcoRI−HindIII−Fragment trägt, ist in rot dargestellt.
Zunächst wurden die COR−−Mutanten PG4180.D4 und PG4180.F7 (Tab. 8; Abb. 25)
hinsichtlich des entsprechenden HR−Phänotyps in Tabakpflanzen untersucht. Da PG4180.D4
und PG4180.F7 nicht mehr zur Synthese von CFA und COR befähigt sind (vgl. 4.2.1.1 und
4.2.1.4; Abb. 26; Bender et al., 1993; Ullrich et al., 1995), war zu erwarten, daß die HR in
Tabakpflanzen durch diese beiden Mutanten in einer temperaturunabhängigen Weise induziert
wird. Diese Vermutung konnte durch die entsprechenden HR−Tests bestätigt werden. Alle
Pflanzen, die mit Kulturen von PG4180.D4 oder PG4180.F7 infiltriert wurden, zeigten 24 h nach
der Infiltration eine deutliche HR, unabhängig von der Vorinkubationstemperatur der Bakterien
(Abb. 26).
In einem weiteren Experiment wurde die CFA−− und COR−−Mutante PG4180.N9P1 (Tab. 8;
Abb. 25; Ullrich et al., 1995), ein direktes Derivat von PG4180.N9, hinsichtlich der Induktion
einer HR überprüft. Durch HPLC−Analysen konnte bestätigt werden, daß PG4180.N9P1 weder
bei 18 noch bei 28 °C CFA und COR produzierte (Abb. 26). Wurden Kulturen dieser Mutante in
Tabakpflanzen infiltriert, so zeigte sich nach 24 h eine deutliche HR, wobei die
Inkubationstemperatur der Bakterien vor der Infiltration keinen Einfluß auf dieses Ergebnis hatte
(Abb. 26).
Diese Untersuchung bestätigt die in Kapitel 4.3.3.2 gemachten Beobachtungen, daß der
temperaturabhängige HR−Phänotyp von PG4180.N9 sehr wahrscheinlich nicht auf einer
zusätzlichen chromosomalen Veränderung in diesem Stamm beruht, da sein direktes CFA−−,
COR−−Derivat PG4180.N9P1 die HR in Tabakpflanzen in einer temperaturunabhängigen Weise
induzieren kann.
Um auszuschließen, daß die Bildung von CMA die Unterdrückung der HR in Tabakpflanzen
beeinflußt, wurde die Mutante PG4180.G70 auf die Produktion von CFA und COR sowie ihren
entsprechenden HR−Phänotyp hin untersucht. PG4180.G70 trägt eine Transposon−Insertion in
der biosynthetischen Region für die CFA−Biosynthese, produziert jedoch die COR−Vorstufe
CMA (Tab. 8; Abb. 25; Bender et al., 1993; Ullrich et al., 1994). Wie erwartet, konnte in den
zellfreien Kulturüberständen von PG4180.G70 weder CFA noch COR nachgewiesen werden. In
entsprechenden HR−Tests konnte gezeigt werden, daß die HR in Tabakpflanzen durch diese
Mutante ebenfalls in einer temperaturunabhängigen Weise hervorgerufen wird. Aufgrund dieses
Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, daß die CMA−Bildung in PG4180.N9 keinen
deutlichen Einfluß auf Ausbildung der HR in Tabakpflanzen besitzt.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß sowohl in Abwesenheit von CFA und COR als
auch in Abwesenheit von CMA die HR in Tabakpflanzen in einer temperaturunabhängigen
Weise induziert wird. Wird jedoch die Coronafacoyl−Komponente CFA überproduziert, so wie
es in PG4180.N9 bei einer Temperatur von 18 °C der Fall ist, kommt es zu einer deutlichen
Unterdrückung der pflanzlichen Abwehrreaktion (4.3.2).
4.3.5.1 Bestimmung der für die Unterdrückung der HR notwendigen CFA−Menge
Zur näheren Charakterisierung der für die Unterdrückung der HR notwendigen CFA−Menge
wurde schließlich die Mutante PG4180.C0 getestet. PG4180.C0 besitzt eine
Transposon−Insertion in der biosynthetischen Region von CMA (Tab. 8; Abb. 25) und ist somit
nur noch zur Synthese von CFA befähigt. HPLC−Analysen zeigten allerdings, daß PG4180.C0
nur etwa 1/5 der Menge an CFA im Vergleich zu PG4180.N9 produzierte (Abb. 26).
Tabakpflanzen, die mit Kulturen der Mutante PG4180.C0 infiltriert wurden, zeigten nach 24 h
eine deutliche, von der Vorinkubationstemperatur der Bakterien unabhängige HR (Abb. 26).
Vermutlich war die Menge an produzierter CFA in dieser Mutante nicht ausreichend, um die
Ausbildung der HR in Tabakpflanzen zu beeinträchtigen.
4.3.5.2 Eine genetisch induzierte Bildung von CFA durch PG4180.N9 bei 28 °C
führt zur Unterdrückung der HR
Zur weiteren Untersuchung der Frage, welche Menge von CFA zur Unterdrückung der HR in
Tabakpflanzen benötigt wird, wurde Plasmid pMUH34 (Abb. 25), welches die drei
regulatorischen Gene corR, corS und corP trägt, durch konjugativen Plasmidtransfer in
PG4180.N9 übertragen. Im Vergleich zu PG4180.N9 produzierte die so erhaltene
Transkonjugante PG4180.N9 (pMUH34) bei einer Wachstumstemperatur von 18 °C leicht
erhöhte Mengen an CFA (12,3 mg/L) und COR (8,8 mg/L). Interessanterweise konnte eine
beträchtliche Bildung von CFA (4,5 mg/L) sowie COR (1,6 mg/L) auch bei einer bakteriellen
Wachstumstemperatur von 28 °C nachgewiesen werden (Abb. 26). Möglicherweise ist dies auf
in trans−Kopiezahleffekte der regulatorischen Gene in dem rekombinanten Plasmid bzw. auf die
transkriptionelle Fusion des corP−Gens mit dem vektoreigenen Plac−Promotor zurückzuführen
(Ullrich et al., 1995). Mit Hilfe der Transkonjugante konnte der Einfluß einer erhöhten
Produktion von CFA auf die Ausbildung der HR bei 28 °C inkubierten Kulturen getestet werden.
Tabakpflanzen, die mit bei 18 oder 28 °C inkubierten PG4180.N9 (pMUH34)−Kulturen
infiltriert wurden, zeigten interessanterweise 24 h nach der Infiltration keine HR. Dies ist ein
deutlicher Hinweis darauf, daß die Menge an produzierter CFA einen entscheidenden Einfluß auf
die Unterdrückung der HR in Tabakpflanzen besitzt.
Die in den Abschnitten 4.3.5 bis 4.3.5.2 dargestellten Experimente zeigen, daß Bakterienstämme,
die kein oder nur sehr wenig CFA produzieren, eine typische HR nach 24 h in Tabakpflanzen
induzieren und daß Zellen, die CFA über einem Schwellenwert von ca. 4 mg/L produzieren, eine
signifikante Unterdrückung der HR hervorrufen (Abb. 26). Aufgrund dieser Ergebnisse kann
geschlossen werden, daß eine Mindestmenge von ca. 4 mg/L CFA benötigt wird, damit diese
bakterielle Komponente als potentieller Inhibitor der HR in Tabakpflanzen fungieren kann.
Abb. 26: Quantitative Analyse der Produktion von CFA und COR in verschiedenen P. syringae Stämmen und Mutanten von
PG4180 sowie die Bewertung der HR 24 h nach der Infiltration von Tabakpflanzen. Ein "+" repräsentiert eine deutliche HR
und ein "−" kennzeichnet das Ausbleiben der HR 24 h nach der Infiltration. Alle Stämme wurden bei 18 und 28 °C bis zu
einer OD600 nm = 1,5−1,8 in HSC−Medium inkubiert. Die Isolation von CFA und COR erfolgte aus 1,5 mL zellfreien
Kulturüberständen und wurde mittels HPLC quantifiziert. Die gestrichelte Linie in dem Diagramm repräsentiert die Menge
an CFA, die mindestens benötigt wird, um eine Unterdrückung der HR in Tabakpflanzen hervorzurufen.
4.2.6 Analyse der Expression von COR−Synthesegenen in der
Transkonjugante PG4180.N9 (pMUH34)
Der interessante HR−Phänotyp von PG4180.N9 (pMUH34) sowie die Produktion von CFA und
COR bei 28 °C in dieser Transkonjugante führte zu der Frage, wie die Expression der
COR−Synthesegene in diesem Stamm auf transkriptioneller Ebene reguliert wird.
Für diese Analyse wurde das Plasmid pRGMU1 (cmaABT::uidA) in PG4180.N9 (pMUH34)
eingeführt, um PG4180.N9 (pRGMU1, pMUH34) zu erzeugen. Als Kontrolle wurden die
Plasmide pRG960sd und pRK415 mittels Konjugation in PG4180.N9, PG4180.N9 (pRGMU1)
oder PG4180.N9 (pMUH34) eingeführt. Das Plasmid pRG960sd trägt das Reportergen
uidA−Gen ohne Promotorfusion, während Plasmid pRK415 den Vektor darstellt, in den das 3,4
kb große HindIII−Fragment mit den drei regulatorischen Genen corR, corS und corP inseriert
wurde (pMUH34; Ullrich et al.,1995).
Auf diese Weise wurden folgende Transkonjuganten erzeugt: PG4180.N9 (pRGMU1, pRK415),
PG4180.N9 (pRGMU1, pMUH34), PG4180.N9 (pRG960sd, pRK415) und PG4180.N9
(pRG960sd, pMUH34). Diese vier Transkonjuganten wurden in HSC−Medium bei 18 und 28 °C
bis zu einer OD600 nm = 1,5−1,8 inkubiert. Nachfolgend wurden die GUS−Enzymaktivitäten
mittels des fluorometrischen Tests sowie die gebildeten CFA− und COR−Mengen mittels
HPLC−Analyse bestimmt. Aus Abb. 27A ist ersichtlich, daß die Expression des
GUS−Reportergens in PG4180.N9 (pRGMU1, pMUH34) bei einer Temperatur von 18 °C wie
erwartet mit ca. 1000 U GUS/mg Protein relativ hoch war und daß auch bei 28 °C eine
beträchtliche GUS−Expression von ca. 700 U GUS/mg Protein auftrat. Die GUS−Expression in
Transkonjugante PG4180.N9 (pRGMU1, pRK415) entsprach den Aktivitäten, die bereits in
Kapitel 4.1.3 für PG4180.N9 (pRGMU1) bestimmt wurden. In den Transkonjuganten
PG4180.N9 (pRG960sd, pMUH34) und PG4180.N9 (pRG960sd, pRK415) konnte, wie erwartet,
aufgrund der Abwesenheit eines funktionsfähigen Promotors stromaufwärts von uidA, keine
Expression des GUS−Reportergens nachgewiesen werden. Aus Abb. 27B geht hervor, daß die
starke Expression von GUS in PG4180.N9 (pRGMU1, pMUH34) sowohl bei 18 als auch bei
28 °C mit der Produktion von CFA und COR korrelierte. Die Produktion von CFA und COR in
Transkonjugante PG4180.N9 (pRG960sd, pMUH34) entspricht den Mengen, die in Kapitel
4.3.5.2 für PG4180.N9 (pMUH34) gefunden wurden, während die Transkonjuganten PG4180.N9
(pRG960sd, pRK415) und PG4180.N9 (pRGMU1, pRK415) ähnliche Mengen an CFA und COR
produzierten wie der Ausgangsstamm PG4180.N9 (4.3.2; Abb. 24; Abb. 26).
Abb. 27: A, Graphische Darstellung der transkriptionellen Aktivität des cmaABT−Promotors. Die transkriptionelle Aktivität
des cmaABT−Promotors wurde durch die Expression des GUS−Reportergens in den Transkonjuganten PG4180.N9
(pRG960sd, pRK415), PG4180.N9 (pRG960sd, pMUH34), PG4180.N9 (pRGMU1, pRK415) und PG4180.N9 (pRGMU1,
pMUH34) gemessen. B, Quantitative Analyse der Produktion von CFA und COR in den vier Transkonjuganten. Die Isolation
von CFA und COR erfolgte aus 1,5 mL zellfreien Kulturüberständen und wurde mittels HPLC quantifiziert. Die
dargestellten Daten repräsentieren die Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen mit jeweils zwei Parallelen.
4.3.7 Einfluß von HPLC−gereinigten
Coronafacoyl−Komponenten auf die Ausbildung der HR
Zur Bestätigung der bisher erhaltenen Ergebnisse, hinsichtlich der HR−unterdrückenden
Wirkung von CFA, wurden sogenannte Fütterungsexperimente mit HPLC aufgereinigten
Coronafacoyl−Verbindungen durchgeführt. PG4180.N9−Kulturen, die bei 18 °C gewachsenen
waren, dienten bei diesen Experimenten als Kontrollen, da durch sie keine HR nach 24 h
induziert wird (4.3.2). Als positive Kontrolle wurden bei 28 °C inkubierte PG4180.N9−Kulturen
zur Infiltration verwendet, da durch diese die HR nach 24 h deutlich hervorgerufen wird (4.3.2).
Eine bei 28 °C herangewachsene Kultur wurde in jeweils 10 mL Aliquots aufgeteilt. Zum ersten
Aliquot wurden 100 µL CFA (2,5 mg/L [12 µM]), zum zweiten 200 µL CFA (5 mg/L [24 µM])
und zum dritten 400 µL CFA (10 mg/L [48 µM]) hinzugefügt. Als Kontrollen dienten ein
weiteres Aliquot, welches mit 400 µL COR ( 10 mg/L [31 µM]) versetzt wurde, ebenso wie ein
Aliquot, zu dem 400 µL eines sogenannten "Säulenhintergrunds" gegeben wurden. Der
"Säulenhintergrund" bestand aus einer 10 mL HPLC−Fraktion, bei deren Lauf nur die
Lösungsmittel TFA und Acetonitril (9:1) mittels des Autoinjektors in die HPLC−Anlage injiziert
wurden. Das Laufmittel wurde anschließend abgedampft und das verbleibende Pellet in 1 mL
Wasser resuspendiert. Die erhaltenen Ergebnisse der zehn durchgeführten Experimente sind in
Tab. 9 zusammengefaßt.
Wachstumstemperatur
der Bakterien
Zusatz Ausbildung der
HR (%)
10 Experimente
18 °C − 0
18 °C "Säulenhintergrund" 40
28 °C − 100
28 °C "Säulenhintergrund 100
28 °C CFA (2,5 mg/L) 70
28 °C CFA (5,0 mg/L) 50
28 °C CFA (10 mg/L) 50
28 °C COR (10 mg/L) 50
Tab. 9: Auswertung der HR 24 h nach der Infiltration von PG4180.N9−Kulturen, die mit unterschiedlichen Konzentrationen
an HPLC−gereinigter CFA und COR versetzt wurden.
Aus Tab. 9 wird ersichtlich, daß durch die Zugabe verschiedener Mengen von HPLC−gereinigter
CFA die HR in nahezu 50 % aller untersuchten Experimente unterdrückt wurde. Allerdings hatte
bereits die Zugabe der "Säulenhintergrund−Probe" zu 18 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen
einen Einfluß auf die Ausbildung der HR. Somit konnte durch diese Experimente keine
eindeutige Bestätigung erbracht werden, ob CFA als Inhibitor bei der pflanzlichen
Abwehrreaktion wirksam ist. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, daß HPLC−gereinigte CFA bzw.
COR für die Fütterungsexperimente nicht geeignet ist. Möglicherweise wurde aber auch die
Menge von zugefütterter CFA zu niedrig gewählt, um eine effektive Unterdrückung der HR
durch diese Komponente in Tabakpflanzen hervorzurufen. Es ist vorstellbar, daß bei 18 °C
gewachsene Zellen von PG4180.N9 nach der Inokulation in Tabakpflanzen mit der Synthese von
CFA fortfahren. Um diese Frage zu klären, wurden im Anschluß Experimente zur
Temperaturveränderung (Temperatur−Shift−Experimente) durchgeführt (4.3.8).
4.3.8 Untersuchungen zur Synthese von CFA durch PG4180.N9
nach einer Temperaturveränderung (Temperatur−Shift)
Zur Untersuchung, ob PG4180.N9−Bakterien möglicherweise in bei 28 °C inkubierten Pflanzen
mit der Synthese von CFA fortfahren, wurden Kulturen bei 18 °C in HSC−Medium bis zu einer
OD600 nm = 1,5−1,8 inkubiert und nachfolgend in Tabakpflanzen infiltriert. Nach 2, 4, 8, 10 und
24 h wurden Blattproben (ca. 1 g) genommen, das Blattmaterial zermörsert und für ca. 2 h in
Ethylacetat gewaschen, um die Coronafacoyl−Komponenten zu extrahieren. Nachfolgend wurde
das Blattmaterial von der Ethylacetat−Phase mittels Zentrifugation getrennt. Das in ein neues
Gefäß überführte Ethylacetat wurde abgedampft, die verbleibenden Pellets in jeweils 200 µL
TFA/Acetonitril (9:1) resuspendiert und die so hergestellten Proben für HPLC−Analysen
eingesetzt. Die durchgeführten HPLC−Analysen zeigten, daß in inokuliertem Blattmaterial keine
Coronafacoyl−Komponenten nachweisbar waren, was vermutlich auf eine zu hohe Verdünnung
zurückzuführen ist. Aus diesem Grund wurde die Untersuchung der oben gestellten Frage in vitro
wiederholt. Hierzu wurden Kulturen von PG4180.N9 bei 18 °C bis zu einer OD600 nm = 1,0
inkubiert und nachfolgend Zellen und Überstand voneinander getrennt. Aus dem Kulturüberstand
erfolgte die Isolation von CFA und COR und deren quantitative Bestimmung mittels
HPLC−Analyse (18 °C−Wert, t = 0 h; Abb. 28). Die Zellen wurden mit frischem HSC−Medium
versetzt (28 °C−Wert, t = 0 h; Abb. 28) und fortan bei 28 °C inkubiert. Durch dieses Experiment
sollten Bedingungen nachgeahmt werden, wie sie in etwa in bei 28 °C inkubierten Pflanzen
vorherrschen könnten. Nachdem die Bakterienzellen 2 h bei 28 °C gewachsen waren, wurden
Zellen und Überstand erneut voneinander getrennt. Die Zellen wurden mit frischem
HSC−Medium versetzt und weiter bei 28 °C inkubiert, um eine mögliche Neusynthese von CFA
zu quantifizieren. Aus dem zellfreien Kulturüberstand wurden CFA und COR extrahiert und die
gebildete Menge mittels HPLC−Analyse quantifiziert (28 °C−Wert, t = 2 h; Abb. 28). Das
Auswechseln der Kulturüberstände mit frischem HSC−Medium sowie die Extraktion von CFA
und COR und deren quantitative Bestimmung mittels HPLC wurde nach 4, 8, 10 und 24 h
wiederholt. Aus Abb. 28 ist zu erkennen, daß PG4180.N9, einmal bei der optimalen Temperatur
für die Synthese von CFA und COR inkubiert, auch bei 28 °C die Fähigkeit besitzt, CFA und
COR zu produzieren.
Dieses Ergebnis weist darauf hin, daß möglicherweise relativ große Mengen an CFA für die oben
beschriebenen Fütterungsexperimente benötigt werden, um die HR in Tabakpflanzen effektiv zu
unterdrücken. Die durchgeführten Experimente lassen weiterhin vermuten, daß eine einmalige
Zugabe von CFA zu bei 28 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen nicht ausreicht, um den Verlauf
der HR zu beeinflussen, da dieser Stamm vermutlich auch innerhalb der Pflanze mit der
Produktion von CFA fortfährt.
Abb. 28: Graphische Darstellung der gebildeten Mengen an CFA und COR in PG4180.N9 nach einer Temperaturänderung
von 18 zu 28 °C. Kulturen von PG4180.N9 wurden bei 18 °C bis zu einer OD600 nm = 1,0 inkubiert. Nachfolgend wurden
Zellen und Kulturüberstand voneinander getrennt. Aus dem Kulturüberstand erfolgte die Isolation von CFA und COR und
deren quantitative Bestimmung mittels HPLC−Analyse (18 °C, 0 h). Die Zellen wurden mit frischem HSC−Medium versetzt
(28 °C, 0 h) und bei einer Temperatur von 28 °C weiter inkubiert. 2, 4, 8, 10 und 24 h später erfolgte eine erneute Trennung
von Zellen und Kulturüberstand. Aus den Kulturüberständen erfolgte die quantitative Bestimmung der gebildeten CFA− und
COR−Mengen. Die Zellen wurden jeweils zu den angegebenen Zeitpunkten mit frischem HSC−Medium versetzt und bei
28 °C weiter inkubiert, um die Neusynthese von CFA und COR zu verfolgen.
4.3.9 Effekt von TLC−gereinigten Coronafacoyl−Komponenten
auf die Ausbildung der HR
Da HPLC−gereinigte Coronafacoyl−Komponenten für die Fütterungsexperimente nicht
eingesetzt werden konnten (4.3.7), wurden CFA und COR nachfolgend mittels
Dünnschichtchromatographie (thin layer chromatography, TLC) aufgereinigt. Anschließend
wurden Kulturen von PG4180.N9 bei 28 °C in HSC−Medium bis zu einer OD600 nm = 1,5−1,8
inkubiert und in Tabakpflanzen infiltriert. Direkt nach der Infiltration wurde in die bereits
infiltrierte Blattregion TLC−gereinigte CFA (20,8 mg/L [100 µM]) injiziert. Die Injektion
erfolgte in Parallelen auch 3 bzw. 6 h nach der bakteriellen Infiltration. Da bisherige Ergebnisse
vermuten ließen, daß eine einmalige Zugabe von CFA nicht ausreichen würde, um die
Ausbildung der HR in Tabakpflanzen zu beeinflussen (4.3.7 und 4.3.8), wurde CFA (20,8 mg/L
[100 µM]) auch nach 3 und 6 h in zuvor mit Bakterien infiltrierte Blattregionen injiziert. Als
Kontrolle wurde TLC−gereinigtes COR (31,9 mg/L [100 µM]) sowie HSC−Medium nach 0, 3
oder 6 h bzw. nach 3 und 6 h in mit Bakterien infiltrierte Tabakblätter injiziert. Als Kontrollen
dienten wie zuvor bei 18 °C präinkubierte PG4180.N9−Kulturen. Die erhaltenen Ergebnisse sind
in Abb. 29 zusammengefaßt. Aus dieser ist zu entnehmen, daß die Infiltration von CFA, COR
und HSC−Medium nach 0, 3 oder 6 h die Ausbildung der HR nicht beeinträchtigte. Im
Gegensatz hierzu wurde die HR in 65 % von 25 unabhängig durchgeführten Experimenten
unterdrückt, wenn CFA nach 3 und 6 h in Blattregionen injiziert wurde, die bei 28 °C
gewachsene PG4180.N9−Zellen enthielten. Eine nach 3 und 6 h erfolgte Injektion von COR
bewirkte nur in 18 % der 25 durchgeführten Experimente ein Ausbleiben der HR. HSC−Medium
hatte keinen Einfluß auf die HR, wenn es nach 3 und 6 h in zuvor infiltrierte Blattregionen mit
PG4180.N9 (28 °C) injiziert wurde (Abb. 29).
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Zugabe von TLC−gereinigter CFA die Unterdrückung der HR
in Tabakpflanzen bewirken kann. Weiterhin wird durch diese Untersuchungen deutlich, daß eine
einmalige Zugabe von CFA (100 µM) nicht ausreichend ist, um die Ausbildung der HR in
Tabakpflanzen zu verhindern.
Abb. 29: Zugabe von TLC−gereinigten CFA− und COR−Proben in Blattregionen, die zuvor mit bei 28 °C präinkubierten
Kulturen von PG4180.N9 (OD600 nm = 1,5−1,8) infiltriert wurden. Nach 0, 3 oder 6 h bzw. nach 3 und 6 h wurden in die
infiltrierten Blattregionen CFA, COR oder HSC−Medium injiziert. Als Kontrolle dienten bei 18 oder 28 °C präinkubierte
Kulturen von PG4180.N9 ohne Zugaben.
(Klicken Sie in das Bild oder hier für eine vergrößerte Darstellung)
Da CFA strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten mit dem pflanzlichen Signalmolekül
Jasmonsäure (JA) besitzt (Koda et al. 1996), wurde untersucht, ob JA eine ähnliche Wirkung auf
die HR besitzt wie CFA. JA (100 µM) wurde ebenso wie CFA nach 3 und 6 h in Tabakblätter
injiziert, die zuvor mit bei 28 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen infiltriert wurden. Die
Auswertung der HR nach 24 h zeigte, daß JA keine inhibitorischen Effekte auf die Ausbildung
der HR in Tabakpflanzen besitzt.
Diese Ergebnisse verdeutlichen, daß durch die exogene Zugabe von CFA − nicht aber durch die
Zugabe von JA − die Ausbildung der HR in Tabakpflanzen beeinflußt werden kann.
4.3.10 Untersuchungen zur Expression der hrp−Gene in P.
syringae pv. glycinea
4.3.10.1 Auswirkung der Überproduktion von HrpL in PG4180.N9 auf die
Ausbildung der HR
Es sollte nachgewiesen werden, daß PG4180.N9 auch bei einer Wachstumstemperatur von 18 °C
die Fähigkeit besitzt, eine HR in Tabakpflanzen zu induzieren. Hierzu wurde der alternative
Sigmafaktor HrpL in PG4180.N9 überproduziert. Durch die Überproduktion von HrpL werden
die hrp−Gene verstärkt exprimiert, die für einen mit der Ausbildung der HR assoziierten
TypIII−Sekretionsapparat kodieren (Xiao und Hutcheson, 1994). Dies sollte folgerichtig dazu
führen, daß die Induktion der HR auch durch bei 18 °C gewachsene PG4180.N9−Kulturen
erfolgt. Für die entsprechende Analyse wurde das Plasmid pDRL3DSp durch Konjugation in
PG4180.N9 eingeführt. Plasmid pDRL3DSp trägt das hrpL−Gen aus P. syringae pv. syringae
Pss61 unter der Kontrolle des induzierbaren Plac−Promotors (S. W. Hutcheson, persönliche
Mitteilung).
Kulturen von PG4180.N9 (pDRL3DSp) wurden bei 18 und 28 °C in HSC−Medium bis zu einer
OD600 nm = 0,5 inkubiert und mit 5 mM IPTG induziert. Nachfolgend wurden die Kulturen bis zu
einer OD600 nm = 1,5−1,8 weiter inkubiert und zur Infiltration in Tabakpflanzen verwendet. Die
Überproduktion von HrpL in PG4180.N9 wurde durch eine
SDS−Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS−PAGE) der Proteinextrakte von PG4180.N9
(pDRL3DSp) belegt. Infiltrierte Tabakpflanzen wurden nach 24 h auf die Ausbildung der HR hin
untersucht. Alle infiltrierten Pflanzen zeigten nach 24 h eine deutliche HR, unabhängig davon, ob
die Kulturen vor der Infiltration bei 18 oder 28 °C präinkubiert wurden. Mittels HPLC−Analyse
konnte gezeigt werden, daß PG4180.N9 (pDRL3DSp) bei einer Wachstumstemperatur von 18 °C
unter induzierenden Bedingungen vergleichbare Mengen an CFA (11,0 mg/L) und COR
(5,85 mg/L) produzierte wie der Ausgangsstamm PG4180.N9. Ebenso wie PG4180.N9
produzierte die Transkonjugante PG4180.N9 (pDRL3DSp) bei einer Wachstumstemperatur von
28 °C weder CFA noch COR.
Diese Ergebnisse zeigen, daß durch die Überproduktion des alternativen Sigmafaktors HrpL in
PG4180.N9 die durch CFA bewirkte Unterdrückung der HR aufgehoben wurde.
4.3.10.2 Untersuchungen zum Einfluß der Temperatur auf die hrp−Genexpression
in P. syringae pv. glycinea
Aus der Literatur war bekannt, daß hrp−Gene in P. syringae und E. amylovora in einer
temperaturabhängigen Weise exprimiert werden können (Wei et al., 1992a; Hutcheson et al.,
1996). Anhand von Northernblot−Analysen sollte untersucht werden, ob auch in P. syringae pv.
glycinea PG4180 und PG4180.N9 hrp−Gene in einer temperaturabhängigen Weise exprimiert
werden. Diese Untersuchungen wurden durchgeführt, um auszuschließen, daß der
temperaturabhängige HR−Phänotyp von PG4180.N9 auf einer verminderten Genexpression der
hrp−Gene in bei 18 °C gewachsenen Bakterienkulturen beruht. Kulturen von PG4180,
PG4180.N9 und PG4180.N9 (pDRL3DSp) sowie P. fluorescens W4F, der kein hrp−Genkluster
besitzt und als negative Kontrolle diente, wurden bei 18 und 28 °C in HSC−Medium sowie in
hrp−induzierendem IM−Medium bis zu einer OD600 nm = 1,5−1,8 inkubiert. Aus den so
gewachsenen Zellen wurde Gesamt−RNA isoliert und einer Northernblot−Analyse unterzogen.
Als Sonde diente dabei das mit Digoxygenin markierte 0,7 kb große hrpL−Fragment aus
pDRL3DSp. Aus Abb. 30 wird ersichtlich, daß nur dann ein spezifisches, etwa 0,7 kb großes
mRNA−Signal detektiert werden konnte, wenn Kulturen von PG4180.N9 (pDRL3DSp), die das
homologe hrpL−Gen exprimieren, bei 18 und 28 °C inkubiert wurden. Im Gegensatz hierzu
waren keine spezifischen mRNA−Signale nachweisbar, wenn Kulturen von PG4180 und
PG4180.N9 bei einer Temperatur von 18 oder 28 °C in HSC− oder IM−Medium inkubiert
wurden. Möglicherweise ist dies darauf zurückzuführen, daß die verwendete heterologe
hrpL−Sonde nicht spezifisch genug war, um die Transkriptakkumulation des hrpL−Gens in P.
syringae pv. glycinea nachzuweisen. Wie erwartet, konnte kein mRNA−spezifisches Signal
detektiert werden, wenn Gesamt−RNA aus P. fluorescens W4F für die Northernblot−Analyse
eingesetzt wurde. Unspezifische Banden, die eine Größe von ca. 3,5 und 1,7 kb besitzen,
repräsentieren vermutlich die 16S bzw. 23S rRNA (Abb. 30).
Aufgrund dieser Ergebnisse lassen sich keine Aussagen darüber treffen, ob die hrp−Gene in P.
syringae pv. glycinea PG4180 und PG4180.N9 in einer temperaturabhängigen Weise exprimiert
werden.
Abb. 30: Northernblot−Analyse zur Untersuchung der hrpL−Genexpression in P. syringae pv. glycinea in Abhängigkeit der
Temperatur. Kulturen von PG4180, PG4180.N9 und PG4180.N9 (pDRL3DSp) sowie P. fluorescens wurden bei 18 und 28 °C
in HSC−Medium oder in hrp−induzierendem Medium bis zu einer OD600 nm = 1,5−1,8 inkubiert und zur Extraktion von
Gesamt−RNA verwendet. Pro Spur wurden 8 µg Gesamt−RNA auf einem denaturierenden Agarosegel aufgetragen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung wurde die RNA auf einen Nitrocellulosefilter transferiert und mit dem
Digoxygenin−markierten 0,7 kb hrpL−Fragment aus P. syringae pv. syringae Pss61 hybridisiert. Spezifische
hrpL−mRNA−Signale sind mit einem Pfeil markiert.
4.3.11 Einfluß der bakteriellen Wachstumsphase auf die
Produktion von CFA in PG4180.N9 und die Ausbildung der HR in
Tabakpflanzen
In diesem Experiment wurde untersucht, ob auch während anderer Wachstumsphasen die HR
gegenüber PG4180.N9 in einer temperaturabhängigen Weise induziert wird und ob dies mit der
Überproduktion von CFA korreliert. Dazu wurden Kulturen von PG4180.N9 bei 18 und 28 °C
bis zu einer OD600 nm von 1, 2, 3, 4, 5 und 6 in HSC−Medium inkubiert. Aus den zellfreien
Überständen dieser Kulturen erfolgte die Extraktion von CFA und COR und deren quantitative
Bestimmung mittels HPLC−Analyse. In Kulturen, die bei einer Temperatur von 28 °C inkubiert
wurden, konnte zu keinem Zeitpunkt CFA oder COR nachgewiesen werden. Die ermittelten
Mengen an CFA bzw. COR aus bei 18 °C gewachsenen Kulturen sind in Abb. 31 graphisch
dargestellt. Es wird deutlich, daß in der frühen exponentiellen Wachstumsphase (OD600 nm = 1,0)
die Bildung von COR im Vergleich zu der von CFA geringer war. Vergleichbare Resultate
wurden auch während des Übergangs von der exponentiellen in die stationäre Wachstumsphase
(OD600 nm = 2,0−3,0) sowie für die frühe stationäre Phase (OD600 nm = 4,0) gefunden (Abb. 31).
Im Gegensatz hierzu war die Bildung von COR während der stationären Wachstumsphase
(OD600 nm = 5,0) mit ca. 28 mg/L höher als die Produktion von CFA (ca. 22 mg/L). In der späten
stationären Phase OD600 nm = 6,0 nahm dieser Unterschied weiter zu. Im Vergleich zur gebildeten
CFA−Menge (ca. 30 mg/L) betrug die Menge an COR in der späten stationären Phase ca.
58 mg/L (Abb. 31). Diese Untersuchungen zeigen, daß eine erhöhte Produktion von CFA
gegenüber COR nur während der exponentiellen bis frühen stationären Wachstumsphase
stattfindet.
Abb. 31: Quantitative Analyse der gebildeten Mengen an CFA und COR während verschiedener Wachstumsphasen von
PG4180.N9 bei 18 °C. Die Extraktion von CFA und COR erfolgte bei den angegebenen optischen Dichten aus jeweils 1,5 mL
zellfreien Kulturüberständen. Die gebildeten Mengen an CFA und COR wurden mittels HPLC−Analyse quantifiziert. Die
dargestellten Daten repräsentieren die Mittelwerte von drei Kulturen mit jeweils 2 Parallelen.
Wurden Tabakpflanzen mit PG4180.N9−Kulturen infiltriert, die bei 28 °C bis zu einer
OD600 nm = 1,0 gewachsen waren, so zeigte sich, daß die HR nur unvollständig induziert wurde.
Wie erwartet, wurde keine HR beobachtet, wenn exponentiell bei 18 °C inkubierte Zellen von
PG4180.N9 zur Infiltration verwendet wurden. Vermutlich beruht die unvollständige Ausbildung
der HR durch die bei 28 °C gewachsenen PG4180.N9−Kulturen (OD600 nm = 1,0) auf der zu
geringen Lebendzellzahl von etwa 1,3 x 109 cfu/mL.
Tabakpflanzen, die mit PG4180.N9−Kulturen einer OD600 nm = 2,0 infiltriert wurden, zeigten die
bekannte temperaturabhängige Unterdrückung der HR. Im Gegensatz hierzu zeigten
Tabakpflanzen, die mit PG4180.N9−Kulturen einer OD600 nm = 3,0 infiltriert wurden, trotz der
erhöhten Synthese von CFA (Abb. 31) keine temperaturabhängige Unterdrückung der HR.
Möglicherweise ist dieses auf die relativ hohe Anzahl der Lebendzellen von 3,2 x 109 cfu/mL bei
dieser OD zurückzuführen. Eine temperaturunabhängige Ausbildung der HR wurde auch dann
beobachtet, wenn PG4180.N9−Kulturen bis zu einer OD600 nm = 4, 5 oder 6 inkubiert und zur
Infiltration in Tabakpflanzen benutzt wurden.
Diese Ergebnisse zeigen, daß die Unterdrückung der HR in Tabakpflanzen auch bei einer
OD600 nm = 2,0 mit der erhöhten CFA−Produktion von PG4180.N9 korreliert, daß aber bei
Verwendung zu hoher Lebendzellzahlen der Bakterien eine HR in Tabakpflanzen induziert wird,
unabhängig von der synthetisierten CFA−Menge.
4.3.12 Einfluß der Temperatur auf die durch PG4180.N9
vermittelte Ausbildung der HR in Tomaten−, Kartoffel− und
Apfelpflanzen
Im nachfolgenden Experiment wurde untersucht, ob die temperaturabhängige Unterdrückung der
HR gegenüber PG4180.N9 auch in anderen Pflanzenarten beobachtet werden kann, die ebenfalls
keine Wirtspflanzen von PG4180.N9 darstellen. Für diese Untersuchung wurden 8 Wochen alte
Tomaten− und Kartoffelpflanzen sowie 6 Wochen alte Apfelsämlinge mit Kulturen von
PG4180.N9 infiltriert. Zur Kontrolle wurden Blätter dieser Pflanzen ausschließlich mit
HSC−Medium infiltriert. Die Pflanzen wurden nach der Infiltration in einer
Pflanzenwachstumskammer bei 28 °C inkubiert und nach 24, 48 und 72 h auf die Ausbildung der
HR hin untersucht. Keine der Pflanzen zeigte nach 24 h eine Ausbildung der HR. Erst nach 48 h
konnten "HR−ähnliche" Symptome in allen infiltrierten Pflanzen beobachtet werden. Dabei
spielte es keine Rolle, ob bei 18 oder 28 °C vorinkubierte Kulturen zur Infiltration verwendet
wurden. Eine deutliche Nekrose in den infiltrierten Regionen der Blätter konnte erst nach 3
Tagen beobachtet werden (Abb. 32). Interessanterweise wurden infiltrierte Kartoffelblätter nach
3 bis 5 Tagen vollständig gelb (Abb. 32) und es kam zum Blattverlust. Infiltrierte Blattregionen,
in die HSC−Medium injiziert wurde, zeigten keine Symptome.
Diese Untersuchung zeigte, daß in Tomaten−, Kartoffel−, und Apfelpflanzen keine laut
Definition typische HR durch PG4180.N9 hervorgerufen wurde.
Abb. 32: Abwehrreaktion von Tomaten−, Kartoffel− und Apfelpflanzen gegenüber P4180.N9. 8 Wochen alte Tomaten− und
Kartoffelpflanzen sowie 6 Wochen alte Apfelsämlinge wurden mit bei 18 oder 28 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen
infiltriert. Eine deutliche Nekrose konnte drei Tage nach der Infiltration in allen Blattregionen beobachtet werden, in die
PG4180.N9−Kulturen infiltriert wurden. Eine "1" markiert Regionen in die bei 18 °C inkubierte Bakterien infiltriert
wurden, eine "2" die Regionen, in die bei 28 °C präinkubierte Bakterien infiltriert wurden und eine "3" Regionen, in die
HSC−Medium injiziert wurde.
4.3.13 Northernblot−Analyse zur Untersuchung der
Trankriptakkumulation von pflanzlichen Abwehrgenen in Tabak
nach Infiltration mit PG4180.N9
Mittels Northernblot−Analyse sollte untersucht werden, ob die durch PG4180.N9
temperaturabhängig bewirkte Unterdrückung der HR mit einem Ausbleiben der pflanzlichen
Abwehrreaktion korreliert. Hierzu wurde aus Tabakpflanzen, die mit bei 18 oder 28 °C
vorinkubierten Kulturen von PG4180.N9 infiltriert wurden, zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Infiltration pflanzliche mRNA isoliert und einer Northernblot−Analyse unterzogen. Dafür
wurden Sonden verwendet, die spezifisch mit Genen für die pflanzliche Abwehrreaktion
hybridisieren sollten.
Eine Northernblot−Analyse wurde mit einem cDNA−Fragment der Phenyl−Ammoniak−Lyase
(PAL) aus Tabak, einem Enzym, welches im Phenylpropanstoffwechselweg der Pflanzen eine
zentrale Rolle einnimmt, als Sonde durchgeführt. Die Analyse zeigte, daß bereits in
unbehandelten Tabakblättern eine erhebliche PAL−Transkriptmenge akkumulierte (Ergebnisse
nicht dargestellt). Ebenso konnte in Blättern, die nur mit HSC−Medium infiltriert wurden, eine
beträchtliche Akkumulation von PAL−spezifischer mRNA nachgewiesen werden. In
Tabakblättern, die mit Bakterienkulturen infiltriert wurden, war die Menge an PAL−spezifischer
Transkriptakkumulation sehr unterschiedlich. Teilweise konnte bereits 2 h nach der Infiltration
eine deutliche mRNA−Akkumulation nachgewiesen werden, teilweise aber auch erst nach 8 h,
wobei auch hier keine eindeutige Abhängigkeit von der bakteriellen Präinkubationstemperatur
beobachtet werden konnte. Aufgrund dieser Ergebnisse ließen sich keine eindeutigen Aussagen
machen, ob die Unterdrückung der HR mit einer Veränderung der pflanzlichen Abwehrreaktion
korreliert. Da bereits in unbehandelten Blättern eine relativ hohe Transkriptakkumulation
detektiert wurde, konnte davon ausgegangen werden, daß die PAL−spezifische Sonde für diese
Untersuchungen ungeeignet ist.
In einer weiteren Northernblot−Analyse wurde die spezifische Transkriptakkumulation der
Glutathion−S−Transferase (PRP1−1) mRNA untersucht. Das dieses Enzym kodierende
prp1−1−Gen stammt aus der Kartoffel und die Akkumulation der mRNA sollte laut
Literaturangaben spezifisch durch Pathogene induziert werden, nicht aber durch Verwundung
oder Hitzestreß (Hahn und Strittmatter, 1994). In der Northernblot−Analyse, die mit dem 770 bp
großen radioaktiv−markierten cDNA−Fragment von prp1−1 durchgeführt wurde, konnte keine
spezifische PRP1−1 mRNA nachgewiesen werden. Möglicherweise ist das verwendete
cDNA−Fragment aus der Kartoffel nicht spezifisch genug, um mit der entsprechenden mRNA
aus Tabak zu hybridisieren.
Schließlich wurde in einer weiteren Northernblot−Analyse die Akkumulation von PR−1a mRNA
untersucht. Das PR−1a Protein wird in Tabak nach Pathogenbefall deutlich exprimiert
(Alexander et al., 1993). Aus Tabakpflanzen, die mit bei 18 oder 28 °C inkubierten Kulturen von
PG4180.N9 infiltriert wurden, wurde mRNA zu verschiedenen Zeiten nach der Infiltration
isoliert und für eine Northernblot−Analyse eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit einem 600
bp großen radioaktiv−markierten cDNA−Fragment von PR−1a aus Tabak. Das Ergebnis zeigte,
daß eine für PR−1a−spezifische mRNA Transkriptmenge erst nach 24 h in infiltrierten Blättern
akkumulierte. Dabei bestand kein signifikanter Unterschied, ob die isolierte mRNA aus Pflanzen
stammte, die mit bei 18 oder 28 °C präinkubierten Bakterienkulturen infiltriert wurden.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daß das PR−1a Protein in Tabakpflanzen, die mit PG4180.N9
infiltriert werden, erst relativ spät akkumuliert. Da bekannt ist, daß bereits während der ersten
Stunden nach Pathogenkontakt die zellulären Prozesse zur Ausbildung der HR ablaufen
(Goodman und Novacky, 1994), sollte in weiteren Studien die Expression von pflanzlichen
Abwehrgenen untersucht werden, deren Transkripte bereits sehr früh nach einem Pathogenbefall
akkumulieren (4.3.14; 4.3.15).
4.3.14 Ausbildung der HR gegenüber PG4180.N9 in transgenen
Tabakpflanzen
Transgene Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum cv. Xanthi), die chromosomal einen durch
Pathogene induzierbaren Promotor eines Peroxidase−Gens aus Stylosanthes humilis vor einem
promotorlosen  −Glucuronidase−Gen tragen (Curtis et al., 1997), wurden freundlicherweise von
J. M. Manners (University of Queensland, Australien) zur Verfügung gestellt und auf die
Ausbildung der HR gegenüber PG4180.N9 hin untersucht. Pflanzliche Peroxidase−Gene werden
vermutlich während des frühen Abwehrmechanismus der Pflanzen nach einem Pathogenbefall
aktiviert, und es wird angenommen, daß Peroxidasen z.B. bei der Lignifizierung (Walter, 1992)
und bei der Verknüpfung von Zellwandproteinen eine wichtige Rolle spielen (Bradley et al.,
1992).
Um zu untersuchen, wie die transgenen Pflanzen mit der Ausbildung der HR gegenüber
PG4180.N9 reagieren, wurden Kulturen von PG4180.N9 (18 bzw. 28 °C) in die Tabakpflanzen
infiltriert. Die Pflanzen wurden nachfolgend in Pflanzenwachstumskammern bei 28 °C kultiviert
und auf die Ausbildung der HR hin untersucht. Infiltrierte Pflanzen zeigten nach 24 h nur dann
eine deutliche HR, wenn die Bakterienkulturen bei 28 °C präinkubiert wurden, während keine
sichtbare HR hervorgerufen wurde, wenn bei 18 °C präinkubierte PG4180.N9−Kulturen zur
Infiltration benutzt wurden.
Die Untersuchungen zeigen, daß auch in transgenen Tabakpflanzen des Kultivars "Xanthi" im
Vergleich zum Wildtyp−Tabakstamm des Kultivars "Petit Havana SR1" die HR durch
PG4180.N9 in einer temperaturabhängigen Weise induziert wird.
4.3.15 Fluorometrische Analyse der GUS−Aktivität in transgenen
Tabakpflanzen
Nachfolgend wurde analysiert, ob das an den Peroxidase−Promotor gekoppelte
−Glucuronidase−Reportergen des transgenen Tabaks nach einer Infiltration von bei 18 oder
28 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen temperaturabhängig exprimiert wird. Hierzu wurden die
GUS−Aktivitäten in den infiltrierten Pflanzen nach 24 h bestimmt. Als Kontrolle dienten
transgene Tabakpflanzen, die mit HSC−Medium infiltriert wurden. Die GUS−Enzymaktivitäten
wurden ebenfalls in solchen Blättern ermittelt, die mit einem Skalpell verwundet wurden, sowie
in unbehandelten Blättern. In Abb. 33 sind die erhaltenen Daten von sechs unabhängig
voneinander durchgeführten Experimenten graphisch dargestellt. Die Hintergrundaktivität, die
einer GUS−Aktivität von durchschnittlich 130 pmol MU (4−Methylumbelliferon) x mg−1 x
min−1 entsprach und aus mit HSC−Medium infiltrierten Blättern ermittelt wurde, wurde von den
erhaltenen Werten aus infiltrierten Blättern mit bei 18 bzw. 28 °C inkubierten Kulturen
subtrahiert. Anhand Abb. 33 ist deutlich zu erkennen, daß die GUS−Enzymaktivität in Blättern,
die mit bei 28 °C inkubierten Kulturen infiltriert wurden, im Vergleich zu Blättern, die mit bei
18 °C inkubierten Kulturen infiltriert wurden, im Durchschnitt um 100 pmol MU x mg−1 x min
−1
 höher lag. In transgenen Tabakblättern, die künstlich verwundet wurden, betrug die
GUS−Aktivität nach 24 h durchschnittlich 85 pmol MU x mg−1 x min −1. In Blättern
unbehandelter Pflanzen wurde eine zu vernachlässigende Hintergrundaktivität von 1,5 pmol MU
x mg−1 x min −1 gemessen.
Die Ergebnisse zeigen, daß der durch Pathogene induzierbare Promotor des Peroxidase−Gens aus
Stylosanthes humilis durch PG4180.N9−Zellen induziert wird. Aufgrund der höheren
GUS−Enzymaktivität in Blättern, die mit bei 28 °C inkubierten Kulturen infiltriert wurden, kann
geschlußfolgert werden, daß das pflanzliche Peroxidase−Gen in diesen Blättern stärker
exprimiert wurde als in Blättern, die mit bei 18 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen behandelt
wurden.
Abb. 33: Graphische Darstellung der GUS−Enzymaktivitäten in transgenen Tabakpflanzen, die einen durch Pathogene
induzierbaren Peroxidase−Promotor vor dem GUS−Reportergen enthalten. Die gemessenen Werte stellen Mittelwerte aus
sechs unabhängigen Experimenten dar. Transgene Tabakpflanzen wurden mit bei 18 oder 28 °C präinkubierten
PG4180.N9−Kulturen infiltriert. Nach 24−stündiger Inkubation der Tabakpflanzen in Pflanzenwachstumskammern bei
28 °C wurden Rohextrakte hergestellt und die GUS−Aktivitäten fluorometrisch nach Jefferson et al. (1987) bestimmt.
4.3.16 Histochemische Analyse der GUS−Expression in
transgenen Tabakpflanzen
Um die unter 4.3.15 gemachten Befunde histochemisch zu bestätigen, wurden Blätter der
transgenen Pflanzen mit bei 18 und 28 °C präinkubierten PG4180.N9−Kulturen
(OD600 nm = 1,5−1,8) infiltriert. Als Kontrolle dienten wiederum Pflanzen, die mit HSC−Medium
infiltriert wurden, sowie Blätter, die entweder unbehandelt waren oder mit einem Skalpell
verwundet wurden. Die histochemische Anfärbung der behandelten Blattbereiche erfolgte mit
5−Bromo−4−chloro− −D−glucuronid (X−Gluc) nach Jefferson et al. (1987). Während in
Blättern, die mit bei 28 °C inkubierten Kulturen infiltriert wurden, eindeutig GUS−Aktivität
nachgewiesen werden konnte, war in Blättern, die mit bei 18 °C gewachsenen Kulturen infiltriert
wurden, eine Anfärbung des Gewebes nur an den Umrandungen der Infiltrationsstelle erkennbar
(Abb. 34). Somit bestätigen diese Ergebnisse jene, bei denen die GUS−Aktivitäten
fluorometrisch bestimmt wurden (4.3.15). Allerdings wird durch diese Ergebnisse auch deutlich,
daß die histologische Anfärbung lediglich eine qualitative Aussage über die Höhe der
GUS−Aktivität zuläßt. So war die GUS−Aktivität in Blättern, die mit HSC−Medium infiltriert
wurden, im fluorometrischen Assay relativ hoch. In der histochemischen Analyse dagegen
zeigten die Blätter nur eine geringe Anfärbung. Ebenso war die durchschnittliche
GUS−Enzymaktivität in Blättern, die mit bei 18 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen infiltriert
wurden im Vergleich zu Blättern, die durch Verwundung verletzt wurden, im fluorometrischen
Assay höher. Bei der histochemischen Analyse konnte jedoch eine stärkere Anfärbung in solchen
Blättern beobachtet werden, die durch Verwundung verletzt wurden (Abb. 34).
Abb. 34: Histochemische Analyse der durch PG4180.N9 induzierten GUS−Expression in transgenen Tabakpflanzen, die eine
Fusion des pathogen−induzierbaren Promotors des Peroxidase−Gens aus Stylosanthes humilis mit dem GUS−Reportergen
besitzen. Blätter der transgenen Pflanzen wurden mit Kulturen von PG4180.N9, die in HSC−Medium bei 18 und 28 °C bis zu
einer OD600 nm = 1,5−1,8 inkubiert wurden, infiltriert oder mit einem Skalpell verwundet. Die histochemische Anfärbung mit
X−Gluc erfolgte 8 h nach der Infiltration (Jefferson et al., 1987).
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5. Diskussion
weiter  Inhaltsverzeichnis
Für die Bekämpfung von Pflanzenkrankheiten, die weltweit durch bakterielle Pathogene hervorgerufen
werden, bildet das detaillierte Verständnis der Pflanzen/Pathogen−Interaktion eine essentielle
Grundlage. Die rasche Entwicklung der Gentechnologie in den vergangenen Jahren ermöglichte
weitgehende Untersuchungen zur Struktur und Funktion von mikrobiellen und pflanzlichen
Genprodukten, die eine entscheidende Rolle während dieser Interaktionen spielen. Auch konnten
zahlreiche Signaltransduktionswege in der Pflanze während der komplexen Wechselwirkungen näher
aufgeklärt werden, bei denen u.a. auch der abiotische Umweltfaktor Temperatur eine entscheidende
Rolle spielt. Um den Einfluß dieses Faktors besser zu verstehen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Wechselwirkung zwischen dem Gram−negativen Bakterium P. syringae pv. glycinea einerseits mit
seiner Wirtspflanze, der Sojabohne (kompatible Interaktion), und andererseits mit der Nichtwirtspflanze
Tabak (inkompatible Interaktion) in Abhängigkeit der Temperatur untersucht. Dabei wurde besonders
die temperaturabhängige Bildung des Phytotoxins Coronatin (COR) betrachtet, um dessen Funktion im
Verlauf der Krankheitsentwicklung besser zu verstehen.
weiter  Inhaltsverzeichnis
5.1 Die Biosynthese von COR in
Pseudomonas syringae pv. glycinea ist
temperatur− und
wachstumsphasenabhängig
weiter  zurück  Inhaltsverzeichnis
Die Analyse zur Expression der Synthesegene von COR wurde am Beispiel des cmaABT−Operons
untersucht, welches ein repräsentatives System für diese Untersuchungen darstellt. Vergleiche
zwischen der Synthese von COR und der cmaABT−Promotoraktivität während der stationären Phase
haben gezeigt, daß sowohl die COR−Synthese als auch die Promotoraktivität bei einer Temperatur von
18 °C optimal sind. Im Gegensatz hierzu waren bei Temperaturen von 14 und 16 °C sowie bei der
optimalen Wachstumstemperatur der Bakterien (28 °C) nur eine basale cmaABT−Promotoraktivität und
ke ine  Produk t ion  von  COR nachwe isbar .  Zuvor  konn te  geze ig t  werden ,  daß  an  der
temperaturabhängigen Transkriptionsaktivierung des energetisch sehr aufwendigen Syntheseprozesses
von COR ein modifiziertes Zwei−Komponenten−System beteiligt ist (Ullrich et al., 1995). Möglicherweise
kann das Sensorprotein CorS Temperaturveränderungen erkennen und sich dementsprechend
strukturell und funktionell verändern. Man nimmt an, daß bei einer Temperatur von 18 °C eine
Autophosphorylierung von CorS stattfindet, welche nachfolgend die beiden transkriptionellen
Aktivatorproteine CorP und CorR phosphoryliert. Die funktionelle Anwesenheit von CorR und CorS
bewirkt eine erhöhte Transkription des corS−Gens und somit eine erhöhte Kopiezahl des
Sensorproteins. Diese wiederum ermöglicht eine intensivere Detektion des Temperatursignals und somit
dessen Verstärkung, wodurch es schließlich zu einer verstärkten CorR−vermittelten Transkription der
biosynthetischen COR−Gene kommt (Ullrich et al., 1995; Wang et al., 1999).
Die aufwendige Transkript ionskontrol le des COR−Genklusters ist nicht mit der globalen
Kälteschockantwort assoziiert. Kälteschock−induzierte Genexpression, wie sie in E. coli und anderen
Organismen beschrieben wurde, beruht auf einer sehr schnellen Temperaturabsenkung von mindestens
13 °C (Jones und Inouye, 1994; Graumann und Marahiel, 1996). In dem in dieser Arbeit analysierten
System reichen jedoch bereits Temperaturveränderungen von weniger als 5 °C aus, um die
transkriptionelle Aktivität der COR−Biosynthesegene zu verändern.
Interessanterweise konnte neben der temperaturabhängigen Kontrolle auch ein Einfluß der bakteriellen
Wachstumsphase auf die COR−Biosynthese festgestellt werden. Die Aktivität des cmaABT−Promotors
war während der exponentiellen Wachstumsphase bei 18 °C am höchsten und nahm während der
stationären Phase ab. Untersuchungen zur spezifischen cmaABT−Transkriptakkumulation
verdeutlichten, daß die cmaABT−mRNA−Akkumulation mit der Aktivität des cmaABT−Promotors
korrelierte. Rangaswamy und Mitarbeiter (1997) konnten zeigen, daß auch die transkriptionelle Fusion
cfl::uidA und die Akkumulation von Cfl, eines weiteren Proteins, welches an der COR−Synthese beteiligt
ist, in einer ähnlichen temperaturabhängigen Weise reguliert wird und daß somit das cmaABT− und das
cfl/CFA−Operon regulatorische Gemeinsamkeiten besitzen. Ähnliche Expressionsmuster, wie sie für das
cmaABT−Operon gefunden wurden, wurden auch für die Expression der Mobil i täts− und
Virulenzfaktoren in dem pflanzenpathogenen Bakterium Ralstonia solanacearum beschrieben (Clough
et al . ,  1997). Dort konnte gezeigt werden, daß die Expression der Virulenzfaktoren von
zelldichteabhängigen extrazellulären Signalen gesteuert wird. Ebenso wie R. solanacearum kann auch
P. syringae saprophytisch auf der Blattoberfläche leben. Erst wenn günstige äußere Bedingungen, wie
hohe Luftfeuchtigkeit oder niedrige Temperaturen, vorherrschen, kommt es zur vermehrten
Translokation von Bakterien in die Pflanze und somit zu einer erhöhten Infektionsrate. Es ist vorstellbar,
daß eine schnelle Antwort nach einer Temperaturänderung, die eine rasche Aktivierung der
biosynthetischen COR−Gene bewirkt, P. syringae dazu befähigt, den Vorteil der günstigen abiotischen
Faktoren zu nutzen und dann seine Wirtspflanze zu befallen. Warum dennoch bei einer Temperatur von
28 °C eine basale Promotoraktivität sowie eine geringe Menge an mRNA nachgewiesen werden
konnten, bleibt unklar. Möglicherweise ist eine Mindestmenge an Promotoraktivität notwendig, um im
natürlichen System eine rasche Akklimatisierung nach einer Temperaturveränderung zu bewirken.
Alternativ hierzu könnte auch eine unspezifische Kommunikation mit fremden Aktivatoren unabhängig
von der Inkubationstemperatur der Bakterien stattfinden. Über die Kommunikation zwischen
verschiedenen regulatorischen Systemen in Prokaryonten diskutierten bereits Wanner (1992) sowie de
Lorenz und Perez−Martin (1996) in ihren Arbeiten.
weiter  zurück  Inhaltsverzeichnis
5.2. Pflanzen/Pathogen−Interaktion
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5.2.1 Kompatible Interaktion (P. syringae pv. glycinea −
Sojabohne)
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluß der Temperatur
und der Synthese des Phytotoxins Coronatin (COR) auf die
Virulenz von Pseudomonas syringae pv. glycinea PG4180
untersucht. Die durchgeführten Experimente haben gezeigt,
daß P. syringae pv. glycinea PG4180 Krankheitssymptome auf
seiner Wirtspflanze in einer temperaturabhängigen Weise
hervorruft. Interessanterweise zeigten Sojapflanzen, die mit
PG4180−Kulturen besprüht wurden, nur dann typische
Symptome des Bakterienbrandes, wenn die Bakterienzellen
aus 18 °C−Kulturen stammten, während 28 °C−Kulturen nur
geringe Symptome hervorriefen. Ebenso verursachte die
COR−−Mutante PG4180.D4 nur geringe Krankheitssymptome,
unabhängig der Vorinkubationstemperatur der Bakterien.
Durch die Bestimmung des bakteriellen Wachstums in planta
konnte gezeigt werden, daß die Wachstumsrate der Bakterien
direkt mit der Stärke der Symptomausprägung korrelierte. Da
nur in PG4180−Kulturen, die bei der niedrigen Temperatur
inkubiert wurden, die Synthese des Phytotoxins COR
nachweisbar war, kann davon ausgegangen werden, daß das
Toxin während der kompatiblen Interaktion von PG4180 mit
seiner Wirtspflanze entscheidend am Krankheitsverlauf
beteiligt ist. Diese Vermutung konnte durch die Verwendung
verschiedener Mutanten von PG4180 bestätigt werden. Auch
die Verwendung eines Vollmediums, in dem PG4180 bei einer
Temperatur von 18 °C kein COR produzierte, bestätigten die
oben dargestellten Befunde. Diese Ergebnisse stehen in guter
Übereinstimmung mit Studien, die von Bender et al. (1987),
Jackson et al. (1992) und Tamura et al. (1998) durchgeführt
wurden. In deren Arbeiten wurde gezeigt, daß COR−defekte
Mutanten von P. syringae pv. tomato bzw. pv. maculicola im
Vergleich zu ihrem Wildtypstamm wesentlich weniger
Krankheitssymptome auf ihrer Wirtspflanze hervorriefen und
daß das bakterielle Wachstum der COR−−Mutanten in den
Pflanzen geringer war.
In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Verwendung
verschiedener Inokulationsmethoden gezeigt werden, daß die
Synthese von COR durch P. syringae PG4180 vermutlich
hauptsächlich während des frühen Infektionsprozesses
wichtig ist. Bei der Sprühmethode dringt nur eine relativ
geringe Anzahl von Bakterien über die Stomata, Wunden oder
andere natürliche Öffnungen in die Wirtspflanze ein. Diese
geringe Menge an Inokulum ähnelt der während natürlicher
Infektionsprozesse auftretenden Bakterienanzahl (Beattie und
Lindow, 1999). Im Gegensatz hierzu wird bei der Infiltration
eine massive Anzahl von Bakterien in das Mesophyll der
pflanzlichen Zellen eingebracht. Dies stellt eine unnatürliche
I n f e k t i o n  d a r  u n d  F a k t o r e n ,  d i e  f ü r  d e n  f r ü h e n
Infektionsprozeß im natürlichen System verantwortlich sind,
spielen hier  offenbar keine oder nur noch eine sehr
u n t e r g e o r d n e t e  R o l l e .  S o j a p f l a n z e n ,  d i e  m i t  d e m
Wildtypstamm PG4180 und der COR−−Mutante PG4180.D4
mittels artifizieller Infiltration infiltriert wurden, zeigten bereits
nach 3 bis 5 Tagen typische Krankheitssymptome, ungeachtet
der Vorinkubationstemperatur der Bakterien. Auch hier
korrelierte die Stärke der Symptomausprägung direkt mit der
bakteriellen Vermehrung in planta. Die Beobachtung, daß das
Phytotoxin vor allem während des frühen Infektionsprozesses
bei der kompatiblen Pflanzen/Pathogen−Interaktion eine
wichtige Rolle spielt, wurde auch von Mittal und Davis (1995)
in dem System P. syringae pv. tomato − Arabidopsis thaliana
gemacht.
Eine mögliche Funktion von COR während des frühen
Infektionsprozesses könnte sein, die Aktivierung von
pflanzlichen Abwehrgenen zu unterdrücken, bis die Bakterien
eine Zelldichte erreicht haben, bei der die Pflanze nicht mehr
in der Lage ist, die Infektion einzugrenzen. In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, daß P. syringae pv.
tomato in der frühen Phase des Infektionsprozesses die
Expression pflanzlicher Abwehrgene hemmte (Mittal und
Davis, 1995). Über die Wirkungsweise von COR in der Pflanze
ist bislang relativ wenig bekannt. Möglicherweise inhibiert
COR die pflanzliche Abwehr in einer indirekten Weise, indem
es die pflanzlichen Zellen so stark schädigt, daß diese nicht
mehr in der Lage sind, bestimmte Signale zu empfangen oder
wei terzu le i ten  und so  d ie  Akt iv ierung pf lanz l icher
Abwehrmechanismen gestört wird. Zusätzlich könnten die
durch COR geschädigten Pflanzenzellen Nährstoffe freisetzen,
welche das bakterielle Wachstum begünstigen. Es konnte
gezeigt werden, daß die chemische Struktur von COR der des
p f l a n z l i c h e n  O k t a d e k a n o i d − S i g n a l m o l e k ü l s
12−Oxo−phytodienonsäure (OPDA) ähnelt und daß die Effekte
von OPDA in pflanzlichen Organen durch COR reproduziert
werden können (Weiler et al., 1994; Bohlmann et al., 1998).
M a n  g e h t  d e s h a l b  d a v o n  a u s ,  d a ß  C O R  d e n
Oktadekanoid−Signaltransduktionsweg in Pflanzen beeinflußt.
Für Arabidopsis−Mutanten (coi1), die insensitiv gegenüber
COR und Methyljasmonsäure sind, wurde gezeigt, daß ein
COR−produzierender Stamm von P. syringae pv. atropurpurea
nicht mehr virulent gegenüber diesen Pflanzen ist (Feys et al.,
1994). Diese Ergebnisse zeigen, daß COR für die Virulenz von
P. syringae bedeutsam ist, und unterstützen die Hypothese,
daß das Phytotoxin COR die pflanzliche Abwehrreaktion
während der kompatiblen Interaktion beeinflussen kann. Um
die molekularen Mechanismen bei der Interaktion von COR
mit pflanzlichen Zellen besser verstehen zu können, sind
hingegen weitere Experimente notwendig.  Für diese
U n t e r s u c h u n g e n  b i e t e n  s i c h  b e s o n d e r s
Zellkultur−Experimente an, da hier störende Umwelteinflüsse
wie Temperatur− oder Lichtschwankungen, wie sie etwa im
Gewächshaus vorkommen, ausgeschlossen werden können.
Vorläufige Untersuchungen, die während der vorliegenden
Arbeit durchgeführt wurden, haben ergeben, daß das
Zellkultursystem Glycine max (Sojabohne)/P. syringae pv.
glycinea für diese Experimente geeignet ist. So konnte gezeigt
werden, daß Kulturen von Glycine max mit Bakterienzellen
von P. syringae PG4180 interagierten. Nach Zugabe von
PG4180−Bakterienkulturen zu Zellkulturen von Glycine max
kam es nach nur wenigen Minuten zu einer Alkalisierung des
Mediums und die meisten pflanzlichen Zellen waren bereits
dre i  Tage nach der  Zugabe von PG4180 n icht  mehr
lebensfähig, was durch die Anfärbung mit Karminessigsäure
und Trypanblau nachgewiesen werden konnte (Abb. 35).
Abb. 35: Zellkultur von Glycine max (40−fache Vergrößerung). Zellkulturen von Glycine max wurden vor und
nach der Zugabe von P. syringae PG4180 mit dem Vitalfarbstoff Trypanblau angefärbt. Zellkulturen, die mit
Bakterienkulturen von PG4180 versetzt wurden, waren bereits drei Tage nach der Zugabe nicht mehr
lebensfähig, was durch die Blaufärbung mit Trypan nachgewiesen wurde.
Mit Hilfe entsprechender Experimente sollte es in Zukunft
möglich sein, ein standardisiertes System zu entwickeln, mit
dem man die molekularen Mechanismen von COR bei der
kompatiblen Interaktion mit pflanzlichen Zellen besser
untersuchen kann.
5.2.2 Inkompatible Interaktion (P. syringae pv. glycinea −
Tabak)
5.2.2.1 Einfluß der Wachstumstemperatur von P. syringae pv. glycinea auf die
Ausbildung der HR in Tabakpflanzen
Die Inokulation von Tabakpflanzen mit P. syringae pv. glycinea führt zu einer Abwehrreaktion der
Pflanze, der sogenannten hypersensitiven Reaktion (HR). In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
ob die optimale Virulenztemperatur (18 °C) bzw. die optimale Wachstumstemperatur der Bakterien
(28 °C) einen Einfluß auf die Ausbildung der HR in Tabakpflanzen besitzen. Hierzu wurden Kulturen
von PG4180 in HSC−Medium bei beiden Temperaturen bis in die exponentielle Wachstumsphase
inkubiert und in die Tabakpflanzen infiltriert. Die Analyse der infiltrierten Pflanzen zeigte, daß die
Ausbildung der HR nicht durch die Wachstumstemperatur der Bakterien beeinflußt wird. Aus diesen
Untersuchungen kann der Schluß gezogen werden, daß während der inkompatiblen Interaktion weder
die Synthese des Phytotoxins COR noch die Präinkubationstemperatur der Bakterien einen Einfluß auf
die Entwicklung der HR in Tabakpflanzen besitzen. Die Verwendung zweier weiterer Stämme, P.
syringae pv. syringae Pss61 und P. syringae pv. tomato DC3000 in vergleichbaren Experimenten zeigte,
daß die temperaturunabhängige Ausbildung der HR offensichtlich ein generelles Prinzip verschiedener
P. syringae−Pathovare darstellt. Interessanterweise war dieses Ergebnis unabhängig davon, ob die
Pflanzen nach der Inokulation bei 18 oder 28 °C inkubiert wurden. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen berichteten Hildebrand und Riddle (1971) darüber, daß die Inkubationstemperatur von
Tabakpflanzen einen Einfluß auf die Ausbildung der HR besitzt. Sie beschrieben, daß P. syringae pv.
syringae, P. syringae pv. phaseolicola und Ralstonia solanacearum die HR stärker ausbilden, wenn
Pflanzen bei Temperaturen von 18 °C kultiviert werden als wenn sie bei 30 °C kultiviert werden.
Ähnliche Beobachtungen wurden von Keen und seinen Mitarbeitern (1981) gemacht, als sie
Sojapflanzen des Kultivars "Harosoy" mit P. syringae pv. glycinea der Rasse 1 (inkompatibles Pathogen
für dieses Kultivar) inokulierten. Die HR war zumeist dann stärker ausgeprägt, wenn die Pflanzen bei
22 °C kultiviert wurden. Eine Kultivierung der Pflanzen bei 31 °C führte hingegen zu einer schwächeren
Ausbildung der HR. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch eindeutig nachgewiesen werden, daß die
Inkubationstemperatur der Pflanzen keinen Einfluß auf die Ausbildung der HR besitzt. Allerdings muß
darauf hingewiesen werden, daß in der vorliegenden Arbeit die Pflanzen erst einen Tag vor der
Infiltration in Pflanzenwachstumskammern bei den entsprechenden Temperaturen inkubiert wurden,
während bei den oben dargestellten Experimenten, die Pflanzen bereits vier Tage vor der Inokulation in
Pflanzenwachstumskammern mit definierten Temperaturen überführt wurden.
5.2.2.2 Die Überproduktion der COR−Vorstufe Coronafacienssäure (CFA) führt
zur Unterdrückung der HR
Im Gegensatz zu den oben diskutierten Ergebnissen erwies sich die Ausbildung der HR als
temperaturabhängig, wenn Pflanzen mit Kulturen des PG4180−Derivats PG4180.N9 infiltriert wurden.
Interessanterweise konnte nur dann eine deutliche HR nach 24 h beobachtet werden, wenn
Tabakpflanzen mit bei 28 °C präinkubierten PG4180.N9−Kulturen infiltriert wurden, während die HR
deutlich unterdrückt bzw. verzögert wurde, wenn 18 °C−Kulturen zur Infiltration in Pflanzen benutzt
wurden. Nachfolgend konnte gezeigt werden, daß die Unterdrückung der pflanzlichen Abwehrreaktion
auf Faktoren aus dem bakteriellen Kulturüberstand zurückgeführt werden kann. HPLC−Analysen
belegten, daß PG4180.N9 im Vergleich zu PG4180 eine der Vorstufen von COR, Coronafacienssäure
(CFA), überproduzierte. Es konnte nachgewiesen werden, daß die Überproduktion von CFA in
PG4180.N9 nicht auf eine offensichtliche chromosomale Veränderung zurückgeführt werden kann.
Warum PG4180.N9 die Coronafacoyl−Komponente CFA überproduziert, bleibt Gegenstand zukünftiger
Untersuchungen.
Die Hypothese, daß CFA einen entscheidenden Einfluß auf die Ausbildung der HR besitzt, wurde durch
die Verwendung verschiedener Wachstumsmedien und verschiedener CMA− ,  CFA−  oder
COR−−Mutanten sowie durch die Transkonjugante PG4180.N9 (pMUH34) bestätigt. Die Anwesenheit
von Plasmid pMUH34, welches die drei regulatorischen Gene corR, corS und corP trägt, führt zu einer
Verstärkung der Synthese von CFA und COR bei 28 °C. Der Grund hierfür ist nicht klar, könnte aber auf
Kopiezahleffekte der drei regulatorischen Gene in dem rekombinanten Stamm zurückzuführen sein.
Mittels dieser Transkonjugante konnte gezeigt werden, daß die HR auch durch bei 28 °C präinkubierte
PG4180.N9−Bakterien unterdrückt werden kann. Die quantitative Bestimmung der gebildeten CFA− und
COR−Mengen in allen untersuchten Mutanten und Transkonjuganten sowie verschiedener P.
syringae−Stämme mittels HPLC−Analyse zeigte, daß nur solche Stämme in der Lage waren, die HR zu
unterdrücken, die eine Mindestmenge von 4 mg/L CFA produzierten.
Aus der Literatur ist bekannt, daß die Induktion und die Entwicklung der pflanzlichen HR durch
verschiedene Behandlungen der Pflanzen oder durch Zugabe bestimmter Verbindungen modifiziert
werden kann. Hierzu gehören Sauerstoffradikale (Goodman und Novacky, 1994), Verbindungen wie
Kalzium− Strontium− und Uranium−Salze (Cook and Stall, 1971), Glykoproteine der bakteriellen
Zellwand (Wacek und Sequeira, 1973), das Phytotoxin Phaseolotoxin (Rose and Rudolph, 1976),
s u b z e l l u l ä r e  b a k t e r i e l l e  K o m p o n e n t e n  w i e  L i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  o d e r
Protein−Lipopolysaccharid−Komplexe (prLPS) (Graham et al., 1977; Minardi, 1995; Newman et al.,
1997) ebenso wie extrazelluläre Polysaccharide (Mazzucchi et al., 1984). Weiterhin wurden Beispiele
beschrieben, bei denen die HR sowohl durch die Präinokulation von "inkompatiblen" Bakterien als auch
durch unspezifische Verletzung unterdrückt werden konnte. Lozano und Sequeira (1970) zeigten, daß
die Ausbildung der HR durch hitzeabgetötete Zellen von P. solanacearum in Tabakpflanzen unterdrückt
werden kann, wenn diese vor der eigentlichen Infiltration in das Blattgewebe gebracht werden. Novacky
und Mitarbeiter (1973) konnten ebenfalls nachweisen, daß durch die Präinfiltration von P. syringae pv.
pisi in einer Konzentration von 5 x 105 cfu/mL (eine Konzentration, die keine sichtbare HR induziert) die
HR gegenüber diesem Stamm unterdrückt wird. Ähnliche Ergebnisse wurden gefunden, wenn die
Pflanzen durch wiederholte Infiltration von Wasser verletzt und nachfolgend mit P. syringae pv. pisi
infiltriert wurden (Novacky und Hanchey, 1976). Es gibt auch einen Bericht darüber, daß die HR durch
Agrobacterium tumefaciens unterdrückt werden kann, wenn Kulturen dieses Bakteriums vor der
Infiltration mit P. syringae pv. phaseolicola in Blattgewebe von Tabak infiltriert werden (Robinette und
Matthysse, 1990). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen haben Untersuchungen, die während der
vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, ergeben, daß die Zugabe der Coronafacoyl−Komponente
CFA vor der Infiltration mit P. syringae PG4180.N9 in Tabakblätter keinen Einfluß auf die Ausbildung der
HR besitzt. Die Ausbildung der HR kann ebenso von dem hormonellen Status des Blattgewebes
abhängen. Die Unterdrückung der HR durch Zytokinin in Tabak (Novacky, 1972; Haberlach et al., 1978)
ist ein Beispiel hierfür. Ein anderes Beispiel ist die Unterdrückung der HR in Gurkenkotelydonen mit
Hilfe von Salicylsäure (SA) (Raskin et al., 1992). Es muß betont werden, daß die Unterdrückung der HR
in allen beschriebenen Fällen nur ein transienter Effekt war. Die Befunde aus der Literatur korrelieren
hierbei sehr gut mit Beobachtungen, die in der vorliegenden Arbeit gemacht wurden. Auch hier trat in
vielen Fällen eine "HR−ähnliche" Nekrose erst zwei bis drei Tage nach der Infiltration auf.
In einer anderen Arbeit wurde beschrieben, daß die Bedingungen, unter welchen die Bakterien vor der
Inokulation inkubiert werden, einen Einfluß auf die Ausbildung der HR besitzen (Yucel, 1989). Auch in
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß die Ausbildung der HR entscheidend von dem
Medium abhängt, in dem die Bakterien vor der Infiltration inkubiert werden. Sowohl eine Inkubation von
PG4180.N9−Kulturen in dem COR−induzierenden HSC−Minimalmedium als auch die Inkubation in dem
hrp−Gene induzierenden IM−Minimalmedium (hrp−Gene kodieren für einen mit der Ausbildung der HR
assoziierten TypIII−Sekretionsapparat) bei 18 °C führten zur Überproduktion von CFA und die
infiltrierten Pflanzen zeigten nach 24 h keine HR. Wurden die Bakterien hingegen in einem Vollmedium
inkubiert, so konnte keine Produktion von CFA nachgewiesen werden, was folgerichtig zu einer
temperaturunabhängigen Indukt ion der HR in Tabakpflanzen führte. Die Bedeutung der
Medienzusammensetzung für die Ausprägung der HR wurde besonders intensiv für die Expression von
hrp−Genen untersucht .  So konnte z .B.  in  Erwin ia amylovora  gezeigt  werden,  daß d ie
hrp−Genexpression sehr deutlich von der Medienzusammensetzung beeinflußt wird (Wei et al., 1992a).
5.2.2.3 Einfluß von gereinigten Coronafacoyl−Komponenten auf die Ausbildung
der HR
Um eindeutig zu bestätigen, daß die Coronafacoyl−Komponente CFA die pflanzliche Abwehrreaktion in
Tabakpflanzen unterdrücken kann, wurden Experimente mit gereinigten Coronafacoyl−Verbindungen
durchgeführt. Da sich HPLC−gereinigte CFA als ungeeignet für diese Experimente erwies, wurde die
Verbindung mittels Dünnschichtchromatographie (thin layer chromatography, TLC) aufgereinigt. Zu
definierten Zeiten wurde CFA (100 µM) in Tabakblätter injiziert, die zuvor mit bei 28 °C inkubierten
PG4180.N9−Kulturen infiltriert wurden. Diese relativ hohe Konzentration von CFA (100 µM) wurde
gewählt, weil aus Untersuchungen, die zur Synthese von CFA nach einer Temperaturveränderung
(Temperatur−Shift) gemacht wurden, hervorgegangen war, daß bei 18 °C inkubierte PG4180.N9−Zellen
bei nachfolgender Inkubation bei 28 °C relativ große Mengen an CFA produzieren. Aufgrund letzterer
Beobachtung konnte vermutet werden, daß bei 18 °C inkubierte Zellen auch in bei 28 °C kultivierten
Tabakpflanzen mit der CFA−Synthese fortfahren. Die visuelle Auswertung der behandelten Pflanzen
nach 24 h zeigte, daß durch die Zugabe von CFA nach 3 und 6 h in zuvor mit Bakterien infiltrierte
Regionen die HR in 65 % aller Experimente unterdrückt werden konnte. Warum auch COR in 18 % von
25 unabhängig durchgeführten Experimenten einen negativen Einfluß auf die HR hatte, bleibt unklar und
kann mit den bisher erhaltenen Ergebnissen nicht erklärt werden. Man kann davon ausgehen, daß
sowohl die Menge an CFA als auch der Zeitpunkt, zu dem CFA in der Pflanze vorhanden ist, eine
wichtige Rolle für die Unterdrückung der HR spielen. CFA besitzt strukturelle und funktionelle
Ähnlichkeiten zu dem globalen pflanzlichen Signalmolekül Jasmonsäure (JA) (Koda et al., 1996). Vor
kurzem konnten Kenton und Mitarbeiter (1999) nachweisen, daß in Tabakpflanzen, die mit P. syringae
pv. phaseolicola infiltriert wurden, ein signifikanter Anstieg der Menge an JA in den sich entwickelnden
HR−Läsionen 3 bis 9 Stunden nach der Infiltration stattfand. Ebenso konnten Veronesi et al. (1996) und
Rickauer et al. (1997) nachweisen, daß die Menge von produzierter JA in Elicitor−behandelten Pflanzen
während der ersten Stunden nach der Infiltration stark anstieg. Aufgrund dieser Befunde und der
strukturellen Ähnlichkeiten von CFA und JA kann spekuliert werden, daß die Anwesenheit von CFA
nach 3 und 6 h in infiltriertem Blattgewebe möglicherweise zu einer Mimikry von JA führt und daß CFA
als kompetitiver Inhibitor mit den pflanzlichen JA−Rezeptoren konkurriert. Es ist denkbar, daß somit die
Funktion von Signalkaskaden beeinflußt wird, die normalerweise zu einer erfolgreichen pflanzlichen
Abwehrreaktion führen (Reymond und Farmer, 1998).
5.2.2.4 Greift CFA in den pflanzlichen Signaltransduktionsweg ein ?
Die strukturellen Ähnlichkeiten von CFA und JA führten zu der Frage, ob JA ebenfalls das Potential
besitzt, die HR in Tabakpflanzen zu unterdrücken. Die durchgeführten Experimente zeigten, daß die
Zugabe von JA (100 µM), nach 3 und 6 h in zuvor mit Bakterien infiltrierte Pflanzen, keinen Einfluß auf
die Ausbildung der HR besitzt.
Eine wahrscheinlich essentielle Rolle von JA während der pflanzlichen Abwehr ist deren Funktion als
sogenannter "Master switch", der für die Aktivierung von pflanzlichen Signaltransduktionswegen nach
einem Pathogenbefall verantwortlich ist (Wasternack und Parthier, 1997). Weiterhin wurde JA als ein
Molekül beschrieben, das sowohl seine eigene Synthese als auch die seiner Vorstufen, z.B.
12−Oxo−phytodienonsäure, regulieren kann (Reymond und Farmer, 1998). Untersuchungen haben
gezeigt, daß Pflanzen in der Lage sind, verschiedene Signaltransduktionswege nach einem
Pathogenbefall zu aktivieren. In Abhängigkeit des Pathogens kann die Pflanze den geeignetsten
Signaltransduktionsweg oder eine Kombination von verschiedenen Signaltransduktionswegen wählen,
um gegen das Pathogen vorzugehen. In diesem Signalnetzwerk spielen vor allem JA, Salicylsäure (SA)
und Ethylen eine entscheidende Rolle. Wird eines dieser Signale blockiert, so führt dies zur erhöhten
Suszeptibilität der Pflanze gegenüber Pathogenen. Man geht davon aus, daß die drei JA−, Ethylen− und
SA−abhängigen Signaltransduktionswege untereinander kommunizieren und daß dieses der Pflanze
ermöglicht, unterschiedliche Abwehrgene in Antwort auf unterschiedliche Pathogene zu exprimieren.
Durch die postulierte Wechselwirkung von CFA mit den pflanzlichen JA−Rezeptoren könnte die Balance
und die Regulation der drei wichtigsten pflanzlichen Abwehrsignaltransduktionswege beeinflußt werden.
Ein Modell, das den möglichen Eingriff von CFA in den pflanzlichen Signaltransduktionsweg aufzeigt, ist
in Abb. 36 dargestellt. Eine Beeinträchtigung des JA−Signaltransduktionswegs durch CFA ist hierbei
möglicherweise vorteilhaft für das bakterielle Pathogen, um die pflanzliche Abwehrreaktion zu
überwinden oder wirksam zu kompromittieren.
Abb. 36: Schematisches Modell für den postulierten Eingriff von CFA in den Signaltransduktionsweg einer
Pflanzenzelle. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeiten von CFA und JA wird spekuliert, daß CFA
möglicherweise mit den Rezeptoren für JA in den pflanzlichen Zellen interagiert.
Bei Untersuchungen, die der molekularen Aufklärung der HR dienten, wurde über Arabidopsis
thaliana−Mutanten berichtet, bei denen es in Abwesenheit eines Pathogens zum unkontrollierten Zelltod
kommt (Lawton et al., 1993; Greenberg et al., 1994; Weymann et al., 1995; Dietrich et al., 1997). In
diesen Mutanten sind die Gene lsd (lesion stimulating disease) oder acd2 (accelerated cell death)
beeinträchtigt und man nimmt an, daß die Produkte dieser Gene als negative Regulatoren der HR
fungieren. In zukünftigen Experimenten wäre es sehr interessant zu untersuchen, ob auch
Tabakpflanzen über lsd− oder acd2−Homologe verfügen und ob CFA einen Einfluß auf die Expression
von lsd oder acd2 besitzt.
5.2.2.5 Einfluß der Temperatur auf die hrp−Genexpression in P. syringae pv.
glycinea
Untersuchungen verschiedener Labors in den letzten Jahren haben gezeigt, daß die bakteriellen
hrp−Gene, welche für einen TypIII−Sekretionsapparat kodieren, die Interaktionen zwischen Bakterien
und Pflanzen kontrollieren (Alfano und Collmer, 1996). Es wurde demonstriert, daß Bakterien ihre
"HR−induzierende" Fähigkeit verlieren, wenn sie eine Mutation im hrp−Genkluster tragen (Lindgren et
al., 1986; Goodman und Novacky, 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob die
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TypIII−Sekretionsapparats zurückzuführen ist. Durch Southernblot−Analysen konnte gezeigt werden,
daß die hrp−Genkluster von PG4180 und seinem Derivat PG4180.N9 strukturell identisch sind.
Weiterhin wurde durch die Überproduktion des alternativen Sigmafaktors HrpL in PG4180.N9
nachgewiesen, daß dieser Stamm auch bei einer Wachstumstemperatur von 18 °C in der Lage ist, die
HR zu induzieren. Aufgrund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, daß die
Unterdrückung der HR durch PG4180.N9 nicht auf einen Defekt der hrp−Genexpression in diesem
Stamm zurückzuführen ist.
Hutcheson und Mitarbeiter (1996) berichteten darüber, daß hrp−Gene in P. syringae pv. syringae Pss61
temperaturabhängig exprimiert werden können. Sie konnten zeigen, daß bei Temperaturen unter 20 °C
die Expression von zahlreichen hrp−Genen in dem Stamm Pss61 supprimiert ist. Gegensätzliche
Beobachtungen wurden von Wei und seinen Mitarbeitern (1992a) beschrieben. Bei der Untersuchung
der hrp−Genexpression in Erwinia amylovora stellten letztere fest, daß diese Gene bei Temperaturen
von 18 °C stärker exprimiert werden als bei Temperaturen von 25−30 °C. In einer aktuellen Arbeit von
Van Dijk und Mitarbeitern (1999) konnte nachgewiesen werden, daß die hrp−vermittelte Sekretion von
Avirulenzproteinen in P. syringae pv. tomato bevorzugt bei 18−22 °C erfolgt und bei 28−30 °C
unterdrückt wird. Mittels Northernblot−Analysen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die
hrp−Genexpression in P. syringae PG4180 und PG4180.N9 ebenfalls von der Temperatur abhängt.
Dabei konnte mit dem als heterologe Sonde verwendeten 0,7 kb großen hrpL−Fragment aus P. syringae
pv. syringae Pss61 kein hrpL−Transkript in PG4180 und PG4180.N9 nachgewiesen werden.
Möglicherweise war die heterologe Sonde nicht spezifisch genug, so daß in zukünftigen Experimenten
eine homologe Sonde in Northernblot−Analysen verwendet werden soll. Diese Untersuchungen könnten
dann einen Aufschluß über eine möglicherweise temperaturabhängige hrp−Genexpression in P.
syringae pv. glycinea geben.
5.2.2.6 Transkriptakkumulation von pflanzlichen Abwehrgenen in Tabak nach
der Infiltration mit PG4180.N9
Die Tatsache, daß PG4180.N9−Kulturen durch die erhöhte Produktion von CFA bei 18 °C die HR in
Tabakpflanzen unterdrücken können, läßt vermuten, daß in diesen Pflanzen die Expression pflanzlicher
Abwehrgene verzögert erfolgt bzw. unterdrückt ist. In der vorliegenden Arbeit wurde dies mittels
Northernblot−Analysen untersucht. Dabei wurde zunächst eine cDNA der Phenyl−Ammoniak−Lyase
(PAL) als Sonde verwendet. PAL besitzt als Schlüsselenzym im Phenylpropanstoffwechsel der Pflanzen
eine zentrale Rolle. Es konnte in verschiedenen Systemen gezeigt werden, daß PAL−mRNA sehr
schnell nach Elicitorzugabe oder Pathogenbefall sowohl in Zellkulturen als auch in Pflanzen akkumuliert
(Dixon und Harrison, 1990). In Bohnen konnte die Akkumulation von PAL−spezifischer mRNA bereits 5
min nach Zugabe eines Elicitors nachgewiesen werden. Northernblot−Analysen, die in dieser Arbeit mit
einer PAL cDNA als Sonde durchgeführt wurden, zeigten jedoch eine sehr unspezifische Akkumulation
des PAL−Transkripts. Da bereits in unbehandelten Blättern eine relativ hohe Menge an PAL−mRNA
akkumulierte, muß davon ausgegangen werden, daß die verwendete Sonde ungeeignet war. In weiteren
Northernblot−Analysen, wurde die Akkumulation der PRP1−1 mRNA untersucht. Das prp1−1 Gen
kodiert in der Kartoffel für eine Glutathion−S−Transferase und wird nur durch Pathogene, nicht aber
durch Verwundung oder Hitzestreß aktiviert (Hahn und Strittmatter, 1994). Vergleiche von
Aminosäuresequenzen zeigten, daß das PRP1−1 Protein aus der Kartoffel hohe Sequenzähnlichkeiten
mit zwei potentiellen Glutathion−S−Transferasen aus Tabak besitzt (Droog et al., 1993). Die homo−
oder heterodimeren Enzyme katalysieren die nukleophile Addition von Glutathion zu einer Vielzahl von
hydrophoben Molekülen, die elektrophile Zentren enthalten. In tierischen Zellen wird diese Reaktion für
die Detoxifizierung von Xenobiotika oder endogenen reaktiven Produkten sowie zum Binden von
Steroidhormonen genutzt (Mannervik und Danielson, 1988; Listowski, 1993). In pflanzlichen Zellen geht
man davon aus, daß durch den Glutathion−abhängigen Detoxifierungsprozeß das Ausmaß der HR an
der Infektionsstelle kontrolliert wird (Hahn und Strittmatter, 1994). In der Kartoffel wurde gezeigt, daß die
Akkumulation von PRP1−1 mRNA nach einer pilzlichen Infektion sehr rasch anstieg. Obwohl hohe
Sequenzähnlichkeiten auf Proteinebene für die Glutathion−S−Transferase (PRP1−1) aus der Kartoffel
und zwei potentiellen Glutathion−S−Transferasen aus Tabak beschrieben wurden, konnte in
Northernblot−Analysen, die in der vorliegenden Arbeit mit einer cDNA von prp1−1 durchgeführt wurden,
kein spezifisches Signal detektiert werden. Möglicherweise ist die Sequenzähnlichkeit auf der
Nukleinsäureebene nicht hoch genug, so daß das cDNA−Fragment aus der Kartoffel nicht mit der
entsprechenden mRNA aus Tabak hybridisieren konnte.
In einer weiteren Northernblot−Analyse wurde die spezifische Akkumulation von PR−1a mRNA
untersucht. Die genaue biochemische Funktion des PR−1a Proteins aus Tabak ist bislang unbekannt,
wird aber mit der systemisch induzierten Resistenz (SAR) assoziiert. In Tabak konnte gezeigt werden,
daß das PR−1a Protein sehr stark nach einem Pathogenbefall akkumulierte (Alexander et al., 1993).
Northernblot−Analysen, die mit einer cDNA von PR−1a durchgeführt wurden, haben gezeigt, daß ein
spezifisches Transkript von PR−1a erst 24 h nach Pathogenbefall der Pflanzen akkumulierte. Dabei gab
es keinen signifikanten Unterschied in der Stärke der Signalintensitäten, ungeachtet ob die isolierte
mRNA aus Pflanzen stammte, die mit bei 18 oder 28 °C präinkubierten PG4180.N9−Kulturen infiltriert
wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, daß das PR−1a Protein in
Tabakpflanzen nach Pathogenbefall erst relativ spät akkumuliert. Um jedoch die Frage zu klären, ob die
durch CFA hervorgerufene Verzögerung bzw. die Unterdrückung der HR mit der pflanzlichen
Abwehrreaktion korreliert, müßten in weiteren Experimenten die Expression von pflanzlichen
Abwehrgenen untersucht werden, die bereits sehr früh nach einem Pathogenbefall induziert werden.
5.2.2.7 Expression eines pflanzlichen Peroxidase−Gens in transgenem Tabak
nach Infiltration mit PG4180.N9
Die Aktivierung von pflanzlichen Peroxidase−Genen findet vermutlich sehr früh nach dem Befall der
Pflanzen mit Pathogenen statt. Peroxidasen spielen bei der Lignifizierung (Walter, 1992), der
Verknüpfung von Zellwandproteinen (Bradley et al., 1992), der Wundheilung (Scherf et al., 1993) sowie
bei der Produktion von antimikrobiellen Radikalen (Peng und Kuc, 1992; Kobayashi et al., 1994) eine
entscheidende Rolle. Pflanzliche Peroxidasen bilden eine Superfamilie von weit verbreiteten
Genprodukten, die aufgrund ihrer Aminosäuresequenzähnlichkeiten in Isogen−Familien eingeteilt
werden (Tyson, 1992; Ross et al., 1995). Curtis und Mitarbeitern (1997) ist es gelungen, ein
Peroxidase−Gen aus Stylosanthes humilis zu isolieren und zu charakterisieren. Sie fusionierten den
Promotor dieses Gens mit einem promotorlosen uidA−Reportergen und übertrugen dieses Konstrukt
anschließend in Tabak des Kultivars "Xanthi". Es konnte gezeigt werden, daß der Promotor des
Peroxidase−Gens sowohl durch mikrobielle Pathogene als auch durch Methyljasmonat, nicht aber durch
Salicylsäure und Wasserstoffperoxid induzierbar ist. In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen,
daß die transgenen Pflanzen die HR gegenüber PG4180.N9 ebenso wie im Wildtyp−Tabakstamm "Petit
Havana SR1" in einer temperaturabhängigen Weise ausbi lden. Durch Best immung der
GUS−Enzymaktivität konnte gezeigt werden, daß das an den Peroxidase−Promotor gekoppelte
GUS−Reportergen stärker in solchen Pflanzen exprimiert wurde, welche mit bei 28 °C inkubierten
PG4180.N9−Kulturen infiltriert wurden. Es ist denkbar, daß es in diesen Pflanzen durch die stärkere
Aktivierung des pflanzlichen Abwehrgens zu einer schnelleren Ausbildung der HR kommt als in
Pflanzen, welche mit bei 18 °C inkubierten PG4180.N9−Kulturen infiltriert wurden. Allerdings darf man
nicht vergessen, daß dieses Gen nur eines von zahlreichen pflanzlichen Abwehrgenen ist und daß die
molekularen Mechanismen während der HR einer komplexen Regulation unterliegen. Die in der
vorliegenden Arbeit gefundenen durchschnittlichen GUS−Enzymaktivitäten von ca. 100 bis 250 pmol
MU x mg−1 x min −1 U GUS korrelieren relativ gut mit den Aktivitäten, die von Curtis et al. (1997) nach
einem Pathogenbefall der Pflanzen beschrieben wurden.
Durch die histochemische Analyse der mit PG4180.N9 infiltrierten Blattbereiche konnten die
quan t i t a t i ven  GUS−Ak t i v i t ä ten  bes tä t i g t  we rden .  I n f i l t r i e r t e  B la t t be re i che ,  d i e  m i t
5−Bromo−4−chloro−−D−glucuronid (X−Gluc) angefärbt wurden, zeigten nur dann eine deutliche, sich
über die Infiltrationsfläche hinaus erstreckende Anfärbung, wenn Pflanzen mit bei 28 °C gewachsenen
Bakterienkulturen infiltriert wurden. Diese Ergebnisse stimmen relativ gut mit den von Curtis et al. (1997)
gemachten Beobachtungen überein, für die beschrieben wurde, daß in Kontrollpflanzen die
GUS−Aktivität in histochemisch angefärbten Blättern nur ca. 1 bis 2 mm um die verwundete Stelle zu
sehen war, während in mit Pathogenen behandelten Pflanzen die GUS−Aktivität noch ca. 10 bis 20 mm
weiter entfernt von der Inokulationsstelle beobachtet werden konnte.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß auch transgene Pflanzen des Tabakkultivars "Xanthi"
die HR gegenüber PG4180.N9 in einer temperaturabhängigen Weise ausbilden und daß der Promotor
des Peroxidase−Gens aus Stylosanthes humilis durch Behandlung der Pflanzen mit PG4180.N9−Zellen
induzierbar ist. Die ermittelten GUS−Aktivitäten legen die Vermutung nahe, daß das pflanzliche
Peroxidase−Gen in diesen Pflanzen schneller aktiviert wird und dies möglicherweise zu einer
schnelleren Ausbildung der HR führt.
5.2.3 Ausblick Zur weiteren Aufklärung der molekularen
Wirkungsweise von COR bei der kompatiblen Interaktion ist
geplant, Zellkultur−Experimente (P. syringae PG4180/Glycine
max) durchzuführen. Ebenso sind Zellkultur−Experimente mit
Tabak− oder Bohnenzellkulturen in Planung, bei denen die
inkompatible Interaktion mit PG4180.N9 untersucht werden
sol l .  Durch diese Untersuchungen könnten wei tere
Informationen darüber erhalten werden, wie und vor allem zu
welchem Zeitpunkt CFA eine Unterdrückung der HR bewirkt.
In diesem Zusammenhang soll auch Harpin, ein Protein,
welches für den Hrp−Sekretionsapparat kodiert, aus P.
syringae isoliert werden. Es konnte gezeigt werden, daß
Harpine aus verschiedenen phytopathogenen Bakterien die
Ausbildung der HR induzieren. Durch die Infiltration von
Harpin und die gleichzeitige Zugabe von CFA in Blattgewebe
von Tabak könnten in zeitabhängiger Weise Erkenntnisse
darüber gewonnen werden, wann CFA in den zur Auslösung
einer HR führenden Signaltransduktionsweg eingreift. Die
bisherigen Untersuchungen zur inkompatiblen Interaktion an
Tabakpflanzen sollen auf die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana ausgedehnt werden. Für diese Nichtwirtspflanze von
PG4180 sind Mutanten verfügbar,  die Ethylen− bzw.
JA−insensitiv sind, wodurch ein direkter Zusammenhang
zwischen der molekularen Wirkungsweise von JA und der von
CFA untersucht werden könnte. Neben der Aufklärung der
Frage, ob die hrp−Gene in P. syringae pv. glycinea in einer
temperaturabhängigen Weise exprimiert werden, sollen auch
weitere Analysen zur pflanzlichen Genexpression sowie in
planta Reportergenstudien durchgeführt werden.
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